PecHiv 


MIKROBIOLOGIE 


BEGRUNDET VON 
j BEE REN SF BOAS. AL RIPPEL 


HERAUSGEGEBEN VON 


C. B. VAN NIEL R. NILSSON E. G. PRINGSHEIM 
PACIFIC GROVE UPPSALA GOTTINGEN vorm. CAMBRIDGE 
W. H. SCHOPFER H. TAMIYA 
BERN. TOKIO 


UND DEN SCHRIFTLEITERN 


A. RIPPEL-BALDES R. HARDER 


GOTTINGEN GOTTINGEN 


21. BAND 


BERLIN - GOTTINGEN - HEIDELBERG 
SPRINGER-VERLAG 
. 1955 


Alle Rechte vorbehalten. 
Ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages 
ist es auch nicht gestattet, einzelne Beitrige oder Teile daraus 
auf photomechanischem Wege (Photokopie, Mikrokopie) zu vervielfaltigen. 
Springer-Verlag, Berlin - Gottingen + Heidelberg. 
Printed in Germany. 


Druck: Wiesbadener Graphische Betriebe GmbH 


Inhaltsverzeichnis. 


Seite 


Heft 1 


Harper, R., und W. Kocu, Uber die Plastidenfarbstoffe von Pedinomonas 
(Protochloridales). Mit 1 Textabbildung ............... 1 

Gazrtner, A., Uber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten in Afrika, 
Schweden und an einigen mitteleuropaischen Standorten. Mit 7 Text- 


abbudungen®=)a. > ue se ee en art om cr aaa See Paks RUE ee 4 
Kanpter, O., C. ZEHENDER und O. Hussr, Uber das Vorkommen von Caulo- 

bacter spec. in destilliertem Wasser. Mit 3 Textabbildungen ...... 57 
MrirBANDER, V. B., and A. SREENIVASAN, Synthesis of a compound with folic 

acid activity by Lactobacillus arabinosus 17-5. . . .......... 60 


Mirsanper, V. B., and A. SREENIVASAN, Synthesis of a substance exhibiting 
citrovorum factor activity by Lactobacillus arabinosus 17-5. With 1 figure 69 

Winopiscu, S., Beitrige zur Biologie und Systematik der Kahmhefen. . . . 80 

Encet, H., E. Krece und I. FrimpERicHsen, Beitrage zur Kenntnis der : 
Nitritoxydation durch Nitrobacter winogradskyi. Mit 12 Textabbildungen 96 


Gaertner, A., Beschreibung dreier neuer Phlyctochytrien und eines Rhizophi- 
dium (Chytridiales) aus Erdboden. Mit 7 Textabbildungen. ...... 112 


Heft 2 


Scutecet, H.-G., Untersuchungen iiber den Phosphatstoffwechsel der wasser- 
stoffoxydierenden Bakterien. Mit 13 Textabbildungen ......... 127 
Niaz, T., T. Sasa, S. Mrvacut, K. Suzuxi and H. Tamrya, Change of photo- 
synthetic activity of Chlorella cells during the course of their normal 
life cycle. With 4 figures in the text ....... RR Sa. ia 156 
Garrrner, A., Einige physiologische und morphologische Beobachtungen an 
Kulturen niederer Phycomyceten (Rhizophidium, Phlyctochytrium). Mit 
2 Toxtabbildunporm srs. 9 18!. eye She. eb Wega pees 167 
Kanoter, G., u. O. Kanpier, Untersuchungen iiber die Morphologie und die 
Vermehrung der pleuropneumonie-ahnlichen Organismen und der L-Phase 
der Bakterien. I. Lichtmikroskopische Untersuchungen. Mit 23 Text- 
DICT oR Ree a Mary. ts Malar char, ep ato PRS Ig NST REY a cas erat 
Kanner, G., O. Kanpier u. O. Huser, Untersuchungen iiber die Morpholo- 
gie und die Vermehrung der pleuropneumonieahnlichen Organismen und 
der L-Phase der Bakterien. II. Elektronenmikroskopische Untersuchungen. 
Mire 17 Textabbildungen PS ate Sa oe Ee 202 
Wemmer, L., Uber die Ruheperiode der Zygosporen von Saprolegnia. Mit 
Giiextabbildungen ate cna. le ahs Sace Pras scacsnt eh teh ae 217 
ScHNEIDERHOEN, G., Das Aktionsspektrum der Wachstumsbeeinflussung durch 


178 


Licht bei Coprinus lagopus. Mit 2 Textabbildungen ..- +--+. ----- 230 
Heft 3 
Gorsacu, G., G. Depic und K. Lorenz, Zur Anreicherung und Wirksam- 
keitsbestimmung von Bakterienlipasen. Mit 6 Textabbildungen. ... - 237 


Korte, I., und H. Encet, Energiemessungen an Hyphomicrobium vulgare 


Stutzer et Hartleb. Mit 4 Textabbildungen. . . . - +--+ + see: 248 


IV . ; Inhaltsverzeichnis ‘. 


Pucuta, O., Experimentelle Symbioseuntersuchungen an Gewebskulturen 
von Hiihnerfibroblasten, Mit 3 Textabbildungenii\.re. 1. msm eee ee 
Droop, M. R., Some factors governing encystment in Haenmidbeceas plu- 
vialis, With 2 figures in thettext) ii-wrunice eee tetas «0 sa ss ae 
Stroup, H., Ernahrungs- und faiee Etcbides beh cincreis Untersuchungen an 
anaeroben Bakterien. I. Zur Ernahrungsphysiologie der Clostridien. Mit 
ai textabbildungen (3°. 4025S “ot. ty Getamtonr eis ye enn oa 
Stroup, H., Ernahrungs- und entwicklungsphysiologische Untersuchungen an 
anaeroben Bakterien. II. Die Physiologie der Entwicklung von Clostridien 
unter besonderer Beriicksichtigung des Reduktions-Oxydations-Potentials. 
Mit 9 Textabbildungen. vA, pane lan shay Mousse aie ks ics ein ae 
Dorn, M., Untersuchungen iiber das Auftreten von Sektoren in Pilzkolonien 
(insbesondere bei Alternaria tenuis). Mit 3 Textabbildungen. ...... 
Encausen, H., Elektronenoptische Darstellungen von Streptomyceten- 
Sporen und -Hiillen. Mit 9 Textabbildungen ..........4... 


Heft 4 


Scuutz, G., Bewegungsstudien sowie elektronenmikroskopische Membran- 
untersuchungen an Cyanophyceen. Mit 21 Textabbildungen ..... . 
NAVEKE, R., und H. Eneger, Der Formiatabbau durch Hyphomicrobium 
vulgare Stutzer et Hartleb. Mit 3 Textabbildungen-"2°-.\. <2, {ee Sane 
Tscuarer, M., and N. Grams1aci, Nitrogen fixation of Azotobacter in ‘soil. 
Its inhibition by oxygen. With 6 figures in the text - 2. 2. 2 2 
Hustept, F., Zellteilungsfolge und Variabilitat bei Diatomeen. Mit 3 Text- 
abbildungen og tae biae ae et IS Ne MI ot LOS I Ga ee 
PrInGsHEIM, E. G., Kleine Mitteilungen tiber Hispollsten id Algen. I. Algen- 
artige Chrysophyceen i in Reinkultur. Mit 2 Textabbildungen ...... 
Btwnnine, E., und I. Géssex, Hine Wirkung von Chloralhydrat auf Spirillen. 
Mit 3 Textabbildungen aye 5 6 RE Meu wenasicnlel Ast gent tech ie Su 
PRINGSHEIM, E. G., Kleine Mitteilungen tiber Flagellaten und Algen, IT. Euglena 
- gracilis var. saccharophila n. var., und eine vereinfachte Nahrlésung zur 
Vitamin B,.-Bestimmung . . ee ebay eI ae 
Berichtigung zur Arbeit WINDISCH (S. 80) istic eae aut ores inThuste fens Man 
Attorénverzeighnis: s 4.°-5 04-8 Bae ee ke ene 


e°+le «eve + eS Vepttey © eet ui? Beas 


Seite 


255 


273 


310 


329 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 21, S. 1—3 (1954). 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen.) 


Uber die Plastidenfarbstoffe von Pedinomonas 
(Protochloridales). 


Von 
RICHARD HARDER und WULF KocuH. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 31. Mai 1954.) 


Pedinomonas Korschikov (= Chlorochytridion Vischer) (KorscHIKOV 
1923, ViscHER 1945, 1949, HarpER u. Koon 1954) ist ein systematisch 
sehr wichtiger Organismus. Sie ist bislang der einzige autotrophe Fla- 
gellat, der eine am Hinterende inserierte GeiBel hat, wodurch es méglich 
ist, aus ihm die entsprechend begeiBelten Phycomyceten (Myxochytri- 
diales, Chytridiales, Blastocladiales, Monoblepharidales) und vielleicht 
auch die Tiere abzuleiten (ViscHER 1945, 1949, Gams 1947), die alle bis 
zur KEntdeckung dieser Alge keinen Anschlu8 nach unten hatten. Obgleich 
Pedinomonas schon wiederholt gefunden worden ist (KorscurKov 1923, 
Lackey 1939, 1942, ViscuER 1945, Droop 1953), ist der Organismus 
noch nicht sehr genau bekannt; bis vor kurzem bestanden sogar noch 
gegensitzliche Meinungen iiber die Insertion seiner GeiBel (vgl. HaRDER 
u. Koon 1954). Seine endgiiltige systematische Kinordnung kann natiir- 
lich erst stattfinden, wenn alle erforderlichen Einzelheiten tiber seinen 
Bau und seine Fortpflanzung bekannt sind. Wir sind bemiiht, die noch 
bestehenden Liicken nach Méglichkeit zu schlieBen, und zwar an Hand 
des gleichen Materials, das schon den Verdffentlichungen ViscHERs 
(1945, 1949) zugrunde gelegen hat. Herr Professor VISCHER war so 
freundlich, uns eine Abimpfung seiner Kultur zu iiberlassen. 

Pedinomonas tuberculata Vischer ist wenig wuchsfreudig; es ist uns 
aber gelungen, sie in Massenkultur zu guter Entwicklung zu bringen 
(innerhalb von 10 Tagen mehr als das Fiinfzigfache der Kinimpfmenge), 
so daB es leicht méglich war, die Zusammensetzung der Plastidenfarb- 
stoffe der Alge zu ermitteln. Aus der griinen Farbe und der Bildung von 
Starke in den Zellen war schon mit gewisser Wahrscheinlichkeit auf das 
Vorhandensein von Chlorophyll a und b zu schlieBen; der exakte Nach- 
weis dafiir ist aber bisher noch nicht veréffentlicht worden. Bei der 
vollig aus der Reihe fallenden Begeifelung kann man sich aber nicht 
mit Wahrscheinlichkeitsschliissen begniigen. In der 26. Auflage des Lehr- 
buches der Botanik (HARDER 1954) werden zwar die beiden Chlorophylle 
fiir Pedinomonas genannt; aber die Angabe beruht auf unseren eigenen, 
damals schon vorhandenen aber noch unveréffentlichten Befunden. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 21. tl 


2 R. Harper und W. Koc: 


Den Farbstoffuntersuchungen wurden die Methoden von Baur (1952) 


und Linp, Lanz u. GLEASON (1953) zugrunde gelegt. 


200 cm? Algensuspension wurden wahrend 10 min bei 3000 Umdrehungen/Minute 


zentrifugiert. Nach dem AbgieBen der Flissigkeit wurde der ausgeschleuderte 


Riickstand mit destilliertem Wasser (aus einer Quarzapparatur) gewaschen und 


dann nochmals zentrifugiert. Der neuerliche Riickstand wurde stufenweise mit 


Methanol versetzt, wahrend 15 min eluiert und abermals zentrifugiert. Zur Tren- — 
nung der Hauptmenge des Xanthophylls vom Chlorophyll und Carotin wurde der 
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Abb. 1. Spektrale Absorptionskurven der Chlorophylle a und b (papierchromatographisch getrennt) 
von Pedinomonas tuberculata (Ped.) und Chlamydomonas eugametos (Chl.). 


methanolische Auszug im Scheidetrichter vorsichtig und griindlich mit Petrolather 
ausgeschiittelt und anschlieBend das Methanol mit iiber Quarz destilliertem Wasser 
ausgewaschen und abgelassen. Die Chlorophyll-Carotinlésung im Petrolather wurde 
im Vakuum auf etwa die Halfte eingeengt; was davon nicht sofort verwendet 
wurde, wurde im Eisschrank aufbewahrt. Die Weiterverarbeitung der Petrolather- 
lésung wurde papierchromatographisch (Papier Nr. 2043/b von Schleicher & Schiill) 
vorgenommen: Die eingeengte Farbstofflésung wurde auf die 3 cm breiten, vor Ge- 
branch bei 60° C getrockneten Streifen in 2 em Entfernung vom unteren Rand mit 
einer Capillare als 3—4 mm breiter Querstreifen aufgetragen und trocknen ge- 
lassen. Beim anschlieBenden Aufsaugen von Toluol (Riedel & de Haen) stieg die 
Carotinbande in 15 min etwa 8 cm hoch und das Chlorophyll setzte sich weiter 
unten in zwei dicht nebeneinander liegenden breiten Zonen ab. Nach der Ver- 
dunstung des Toluols wurde zur besseren Isolierung der beiden Chlorophylle mit 
einer Mischung von Petrolither und Iso-Butanol (100: 15) etwa 3 min nachent- 
wickelt, bis das weiter gestiegene Chlorophyll a als einheitliche Bande gut isoliert 
von b lag. Nach dem Zerschneiden des Streifens wurden die Zonen getrennt in 
Methanol gelést und photometriert (Apparatur von Barrens 1954). Fiir jede 
Messung wurden 15—20 Chromatogramme geldst. 


Uber die Plastidenfarbstoffe von Pedinomonas (Protochloridales). 3 


Das Ergebnis der spektralphotometrischen Untersuchungen ist in 
Abb. 1 wiedergegeben. Die Figur zeigt die Extinktionskurven des Chloro- 
phylls a undb von Pedinomonas tuberculata und — zur Kontrolle mitaufge- 
nommen-— von Chlamydomonas eugametos. Auch Pedinomonas enthilt also 
Chlorophyll a und b?. 

Besprechung, 

Pedinomonas wird von den verschiedenen Algologen (KorscHIKOV 1923, 
PascHER 1927, Printz 1927, ViscHER 1945, 1949, Gams 1947, Smite 1950) 
in die Nahe der Chlorophyceen gestellt, weil sehr viele ihrer charakteristi- 
schen Merkmale die gleichen sind wie bei dieser Algengruppe. Der Nachweis 
des Vorhandenseins von Chlorophyll b ist ein weiterer Hinweis auf diese 
Beziehung. Wir méchten uns eines endgiiltigen Urteils tiber die systema- 
tische Einordnung aber zunichst noch enthalten, bis unsere weiteren 
morphologischen und physiologischen Untersuchungen an dem Objekt 
abgeschlossen. sind. 

Zusammenfassung. 

Papierchromatographische Trennung und anschlieBende spektral- 
photometrische Messung der Plastidenfarbstoffe von Pedinomonas tuber- 
culata ergab, da neben Chlorophyll a auch Chlorophyll b vorhanden ist. 
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1 Auf das Mengenverhiltnis von a: b kénnen aus der einmaligen Messung keine 
Schliisse gezogen werden (vgl. SryBoLtp u. Eexe 1937, SeyBotp, Eaie u. HULs- 


BRUCH 1941). 
1* 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen.) 


Uber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten 


in Afrika, Schweden und an einigen ee et | 


Standorten*. 


Von 
ALWIN GAERTNER. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 8. Juni 1954.) 


Unsere Kenntnis der niederen Phycomycetenflora ist noch sehr liickenhaft, denn 
viele einmal beschriebene Arten sind spiter nicht oder kaum wieder gefunden worden. 
AuBerdem wei man iiber das Vorkommen, die geographische Verteilung und die 
Ernahrungsanspriiche dieser niederen Vertreter erst sehr wenig. Die durch HARDER 
angeregten Untersuchungen im Pflanzenphysiologischen Institut in Gé6ttingen 
(Harper und Séraut 1938, Harper 1938—1954, SOrcuL 1937, StUBEN 1939, 
Nasex 1939, SO6rGeL 1942, Quanrz 1943, Remy 1950, Rernpo~pt 1951) haben 
allerdings gezeigt, daB gewisse der bisher als sehr selten geltenden Pilze sowohl in 
unseren wie in den tropischen Béden nicht nur nicht selten, sondern sogar aufer- 
ordentlich haufig sind (z. B. Karlingia rosea, Nowakowskiella, Rhizidiomyces und 
andere). Sie geben auBerdem auch einen ersten Uberblick iiber das Vorkommen 


dieser primitiven Organismen in verschiedenen Breiten der Erde wie auch in ver- — 


schiedenen dkologischen Formationen, Auf die Aufstellung neuer Arten wurde dabei 
kein groBer Wert gelegt, sondern es wurden im wesentlichen groBe Uberblicke ange- 
strebt. Ahnliche Untersuchungen sind in Amerika durch Karurne (1942—1951) 
an brasilianischen und nordamerikanischen Gewassern und Boden durchgefiihrt 
worden, ferner durch Coucn (1932—1949), Emmerson (1938—1950) und andere, 
wobei eine erhebliche Anzahl neuer Arten aufgestellt wurde. 


Die vorliegende Arbeit ist in erster Linie der Untersuchung von Béden — 
des afrikanischen Kontinents in seiner gewaltigen Ausdehnung vom 35.° — 


siidlicher bis zum 37.°nérdlicher Breite und seiner Mannigfaltigkeit klima- 
tischer und ékologischer Formationen gewidmet. Um dem im wesent- 
lichen tropischen und subtropischen Gebiet zum Vergleich ein klima- 


tisches und 6kologisches Extrem gegeniiberstellen zu kénnen, wurden — 
auch Boden aus Schweden und Spitzbergen untersucht. Bei der Auswahl — 


der Standorte waren wir allerdings vom Zufall abhingig und auf das 


* Teilergebnisse der Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen _ 


Fakultaét der Universitat in Gottingen ,,Uber das Vorkommen einiger niederer 
Phycomyceten in Bodenproben aus Afrika, Deutschland und Schweden“ 


Uber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten in Afrika, Schweden usw. 5 


Material angewiesen, das uns freundlichst von einer Anzahl deutscher 
Expeditionen sowie einigen Privatpersonen mitgebracht wurde, waihrend 
die schwedischen Proben systematischer gesammelt werden konnten!. 


I. Methodik. 


Die Proben (287 aus Afrika und 80 aus Skandinavien) wurden an Ort und Stelle 
meist in dafiir bestimmte Aluminiumdosen mit tibergreifendem Deckel und einem 
Fassungsraum von 50cm’ Inhalt gefiillt mit Klebestreifen luftdicht verschlossen, 
nach Géttingen versandt und bis zum Beginn der Untersuchungen ungedffnet im 
Zimmer aufbewahrt. Bei den Untersuchungen von SORGEL und Remy sowie einer 
jetzt vorgenommenen Nachuntersuchung der noch im Institut vorhandenen Boden- 
proben der S6rcxtschen Arbeit, die 1939 gesammelt worden waren, hat sich ergeben, 
da mindestens der gréBte Teil der uns interessierenden Pilze in den Dosen jahre- 
lang lebendig bleibt. Die Untersuchung braucht daher nicht sofort nach Eintreffen 
der Bodenproben zu erfolgen. Dies besagt natiirlich nicht, daB es nicht zweckmabig 
ist, die Untersuchung so schnell wie méglich durchzufiihren, da es Pilze geben konnte, 
die keine Dauerorgane bilden und bald absterben. 

Zur Ermittlung des Pilzgehaltes wurden zwei groBe Spatelspitzen Erde (etwa 
1,5 g) in zwei Petrischalen gefiillt und mit sterilisiertem Quellwasser der Ween- 
der Quelle bei Géttingen?, das sich in Vorversuchen dem in seiner Zu- 
sammensetzung schwankenden Géttinger Leitungswasser gegeniiber als iiberlegen 
erwiesen hatte®, iiberschichtet. In die eine Schale wurde als Kéder fiir die Pilze eine 
Spatelspitze (etwa 2 mg) sterilisierten Pollens von Pinus montana‘ gegeben, der sich 
sofort tiber die ganze Oberfliche des Wassers ausbreitete. In die andere Schale 
kamen als Koder 4 halbierte Hanfsamen, einige Roggenstroh- und Zellophan- 
schnitzel, 2 Ameisenpuppen, eine ganze Stubenfliege, die GliedmaBen einer Stuben- 


1 Gesammelt wurden Proben in Afrika (Anzahl in Klammern) von Dr. K. Stropp 
und Dr. St. Voget, Botanisches Institut Mainz (95), Dr. O. NirpunR, Wienhausen 
bei Celle (36), Prof. Dr. H. A. Bernarzik und Frau, Vorarlberg (28), Dr. med. 
H. HimMeELHEBER und Frau, Heidelberg (26), Dr. C. WEINBRENN, University of 
the Witwatersrand, Johannisburg, Siid-Afrika (23), Familie G6rze, Farm Luisen- 
hof, P.O. Kamachuma T. T. via Bukoba, Ost-Afrika (22), Prof. Dr. Cu. Kmi1an, 
Alger, Algerien, Botanisches Institut (19), Dr. Marcarerm Hewnricr, Officer in 
Charge, Feld Reserve Fouresmith, Siid-Afrika (15), Prof. Dr. J. BipEL, Geogr. 
Institut Wiirzburg (10), Stellenbosch Elsenburg, College of Agriculture, Siid-Afrika, 
(6), Dr. Conn, Arzt in Daressalam, Ost-Afrika (3), P. R. O. Batu, Nairobi, Kenya 
Colony (3), H. Hretscuer, Cairo, Agypten (1); in Schweden von Prof. Dr. R. Har- 
DER, Géttingen (49), Prof. Dr. G.SanpBere, Naturwissenschaftliche Station 
Abisko, Schweden (47), Prof. Dr. F. Frrsas, Gottingen (7). 

Thnen allen sei an dieser Stelle fiir die sehr groBe aufgewandte Miihe und ihre sehr 
wichtige Hilfe, ohne die die Untersuchungen iiberhaupt nicht durchftihrbar gewesen 
waren, herzlich gedankt. 

2 Das Wasser hatte nach dem Autoklavieren den py- Wert 7,4; er schwankte 
jahreszeitlich bis zu 0,03 Einheiten. 

3 Uber die Ursache dieser giinstigen Wirkung ist nichts bekannt. Hine ahnliche 
Beobachtung iiber den Einflu8 natiirlichen Wassers auf das Wachstum der Saproleg- 
niaceen hat Hounk (1952) gemacht. Vgl. auch Rernpoupt (1951). 

4 Pollen als Kéder zu verwenden, wie es Zopr 1887 erstmalig getan hat, wurde 
erneut von Remy (1950) mit sehr gutem Erfolg aufgegriffen. Die Methode bewahrte 
sich in der vorliegenden Arbeit ausgezeichnet zum Fang von Rhizophidien und 
Phlyctochytrien. 


6 A. GAERTNER: 


fliege, Chitinschnitzel chemisch gereinigten Krabbenchitins und Haare von Schwei- 
nen und Rindern. Pinuspollen!, Hanfsamen, Stroh, Chitin und Ameisenpuppen 
wurden vorher durch mindestens 5stiindiges Erhitzen im Trockenschrank (103° C), 
Stubenfliegen durch Autoklavieren bei 120° C und die die Hitzebehandlung nicht 


unverandert iiberstehenden Haare durch Aufbewahren in 70% Athylalkohol sterili- — 


siert2, Auf die Verwendung von Obst als Kéder fiir die Gattung Blastocladia, die 
nach EMMERSON u. Cantino (1948) auch in afrikanischen Boden vorkommt, muBte 


leider verzichtet werden, da fiir die dafiir notwendigen gesonderten Ansatze nicht | 


die erforderlichen Erdmengen vorhanden waren. Das Hinzufiigen von Stiicken 


frischen Obstes zu den Schalen mit den andern Kédern war namlich nicht durch- 
fiihrbar, weil dadurch héhere Pilze, Hefen und Bakterien so florierten, daB sie eine 


dicke Haut bildeten, die alles andere unterdriickte*. Von Bodenproben aus den 
Chotts, bei denen nach den Standortangaben mit héheren Salzkonzentrationen 


zu rechnen war, wurden neben den Sii®wasseransaitzen auch solche mit Seewasser — 
(3,2% Salzgehalt) gemacht*. Die beschickten Schalen wurden in einem dunklen ~ 


Thermostaten bei 22° C + 0,5° aufgestellt und am 5., 10. und 15. Tag mikroskopisch 
kontrolliert. 
Zur Anlage artreiner Kulturen wurden einzelne Pollenkérner mit je einem ein- 


zelnen nahezu reifen Zoosporangium mittels einer Glasése herausgefangen und nach — 


mehrmaligem Abspiilen in sterilem Wasser in Esmarchschalen, die sterile Pollen- 
kérner in sterilem Wasser mit 394 Erddekokt enthielten, itibertragen. Der Pilz ging 


dann auf die neuen Pollenkérner tiber. Das Verfahren wurde notfalls mehrmals — 


wiederholt, bis mit Sicherheit nur eine Art in der Kulturschale vorhanden war. 
Solche Kulturen dienten auch als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung absoluter 
Reinkulturen auf Agar’®. 


1 Die Pollen wurden gesondert von den anderen Kédern geboten, weil sich auf 
ihnen infolge der sehr geringen Nahrstoffmenge, die mit 2 mg Pollen zugefiihrt wird, 
die bei den Untersuchungen sehr stérenden hdheren Pilze nur sehr schwach 
entwickeln. Wohl dadurch gelangen die den Pollen befallenden Pilze schneller und in 


gréBerer Zahl zur Entwicklung, so daB die Wahrscheinlichkeit gréBer ist, auch | 


seltene Formen zu finden. 
_ * Die mit den Haaren in die Schalen iibergefiihrte geringe Menge unvergillten 
Athylalkohols wurde in Kauf genommen, zumal sich keinerlei Anhaltspunkte dafiir 


finden lieBen, da8 sie die Entwicklung der Phycomyceten beeinfluBte. Im Verlaufe — 


der Versuche stellte sich dann heraus, da8 selbst 2,5 Gew.% Alkohol die Entwick- 
lung der Rhizophidien noch nicht storen. 

% Als ganze Friichte wurden noch Zierapfel, Malus floribundus und Malus 
Tarino, in frischem und getrocknetem Zustande neben Friichten von Rosa, Sorbus, 
Crataegus, Ilex und Viscum ausprobiert. Bei diesen sehr kleinen Friichten blieb das 
Wachstum der héheren Pilze usw. relativ schwach; Blastocladia trat aber nicht auf, 
deshalb wurde dies Verfahren bald fallen gelassen, zumal die iibrigen Blastocla- 
diaceen durch halbierte Hanfsamen und Insektenleichen gut zu fangen sind. 

4 Fiir die freundliche Ubersendung eingeengten Seewassers sei Herrn Dr. W. 
H6unk, Institut fiir Meeresforschung in Bremerhaven, vielmals gedankt. 

° Versuche, durch sogenannte Anreicherungskulturen zu einer groBeren Zahl 
von Individuen eines seltenen Pilzes zu kommen, indem man ohne selektiv zu 
wirken tiberimpft, haben sich bei den pollenbefallenden Pilzen nicht bewahrt, weil 
dabei die von Natur sich gut vermehrenden Pilze im Vorteil sind und die wenigen 
anderen, um derentwillen die Kulturen angelegt wurden, meist vollig unterdriicken. 
Es war also nétig, aus der Rohkultur sofort zu isolieren, was mit einiger Ubung auch 
gut gelang. 
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Zur mikroskopischen Untersuchung! wurden die Kéder mit den anhaftenden 
Pilzen steril auf Objekttrager gebracht. 

Blindproben von mit den Kédern beschickten Schalen, die zeitweilig im Zimmer 
offen aufgestellt wurden, zeigten aufer seltenen Infektionen mit vereinzelten sep- 
tierten Hyphen und Bakterien in gréBerer Zahl niemals Befall mit niederen Phyco- 
myceten, so daB sekundare Infektionen auBerst unwahrscheinlich sind. 

Jede Bodenprobe wurde im allgemeinen fiinfmal nacheinander untersucht (es 
wurden also 10 Petrischalen von ihr angesetzt); das dauerte insgesamt 21/, Mo- 
nate. Im ganzen wurden 4068 Schalen bekédert, und die Untersuchungen erstreckten 


sich tiber drei Jahre. 


Nach Abschlu8 der mykologischen Arbeiten wurde der py-Wert der Erdproben 
ermittelt (sofern noch gentigend Erdboden dazu vorhanden war), mittels nieder- 
ohmiger Glaselektrode und Ultraionograph von LAUTENSCHLAGER. 

Die Bestimmung der Pilze erfolgte nach Sparrow (1943); daneben wurde in den 
meisten Fallen die Originalliteratur verwandt, besonders bei den nach 1943 neu 


aufgefundenen Arten. 


Il. Ergebnisse. 


A) Afrika. 


1. Systematische Zugehérigkeit der Pilze. 
Folgende Ordnungen, Familien und Gattungen von Phycomyceten 


wurden gefunden: 


1. Chytridiales: Olpidiaceae: Olpidiwm, Rocella. 
Phiyctidiaceae: Rhizophidium, Phlyctochytrium, 
Entophlyctis. 
Rhizidiaceae: Rhizophlyctis, Phlyctorhiza, 
Karlingia. 
Cladochytriaceae: Cladochytrium. 
Chytridiaceae: Chytridium, Chytriomyces. 
Megachytriaceae: Nowakowskiella. 
2. Blastocladiales: Blastocladiaceae: Allomyces. 
8. Monoblepharidales: Hyphochytridiaceae:  Rhizidiomyces. 
4. Plasmodiophorales: Plasmodiophoraceae: Sorodiscus. 
6. Saprolegniales: Saprolegniaceae: nicht naher bestimmt. 
6. Lagenidiales: Olpidiopsidaceae: Olpidiopsis, Pseudolpidium. 
Lagenidiaceae: Lagenidium. 
7. Peronosporales: Pythiaceae: Pythium, Pythiogeton, 
Pythiomorpha. 
8. Zygomycetales: Mucoraceae: nicht naiher bestimmt. 


2. Verteilung der Pilze in dem gesamten afrikanischen 
Erdprobenmaterial. 

In Abb. 1 sind die Gattungen und einige gréBere Gruppen nach der 
Haufigkeit ihres Vorkommens geordnet?. 


1 Fiir die freundliche leihweise Uberlassung von apochromatischer Mikroskop- 


_ Optik sei Herrn E. Linsrzcut, Gottingen, gedankt. 

2 Die in Abb. 1 angefiihrten Zahlen stellen Mindestwerte des Vorkommens dar, 
da nicht fiir alle Pilze gleichzeitig die optimalen Entwicklungsbedingungen ge- 
schaffen werden kénnen. Dies gilt besonders fiir die hier allerdings kaum inter- 
essierenden héheren Pilze und die Mucorineen, fiir die die Wasserkulturbedingungen 
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Am haufigsten waren die Mycelien héherer Pilze (in 88% der Béden), 
aber auch die Gattungen Rhizophidium, Pythium, Karlingia, Phlycto- 
chytrium und Olpidium waren fast ebenso haufig (zwischen 83 und 70%). 
Die heterogene Gruppe der unbestimmbaren unseptierten Mycelien und 
die Mucoraceen! traten demgegeniiber stark zuriick, und von dem ganzen 
Rest brachte nur Phlyctorhiza es noch auf 16%; die anderen Pilze kamen 
in nur 8 oder weniger °/ der Boden vor, viele wurden sogar nur 2 oder nur 
1 mal gefunden, d. h. in weniger als 1%. 


EE ———————— ee ee 


287, 
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Anzahl der Boden 
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Abb. 1. Vorkommen der Gattungen in den 287 afrikanischen Bodenproben. 


Auffillig ist, da8 die Gattung Rhizophidium gleich auf die septierten — 
Hyphen folgt und 6fter vorkommt als die allgemein schon als sehr haufig 
angesehenen Pythien, eine Tatsache, die iibrigens auch schon von Remy 
(1950) fiir deutsche und die westindischen Erden Harpirs wahrschein- 
lich gemacht worden ist. Als zweite tiberraschende Tatsache zeigt sich, 
daB Phlyctochytrium in nahezu gleicher Hiufigkeit wie die weit ver- 
breitete Karlingia vorkommt, iihnlich wie das in etwas gréBerem Abstand 
folgende Olpidium. Die iibrigen niederen Phycomyceten fallen hiergegen 


natiirlich wenig giinstig sind. Dazu kommt, da8 man bei solchen generellen Unter- 
suchungen die Temperatur nur in einem gewissen Mittelbereich halten kann; sie 
war, wie gesagt, 22° C, so daB alle Formen mit extremenTemperaturanspriichen, wie 
sie FRIEDMANN (1952) fiir die niederen Bereiche nachgewiesen hat und wie sie 
fiir andere Vertreter in héheren Bereichen wahrscheinlich sind, sich nur schlecht 
entwickeln kénnen und vielleicht sogar fiir die Beobachtung ganz ausfallen. 

* Zu ,,unseptierten‘* Hyphen gehéren Mycelien ohne sichtbare Fortpflanzungs- 
organe (Kiimmerformen der Mucorineen und Pythiaceen, zum gréBten Teil 
Actinomyceten). Von den Saprolegniaceen ist die keratinophile Form abgetrennt 
(Houneycurt 1948), weil sie infolge ihrer besonderen Anspriiche an das Substrat eine 
gesonderte Behandlung erméglicht. 
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weit ab, was um so unerwarteter ist, als in Westindien (S6reEL 1941) 
Nowakowskiella immerhin mit iiber 30% vertreten ist, wihrend sie in 
unseren Proben nur in 6,7% der Falle gefunden wurde und sich etwa in dem 
Rahmen von Allomyces, den Saprolegniaceen und Rhizidiomyces bewegte. 


Tabelle 1. Vorkommen der einzelnen Arten1 von Rhizophidium und Phlyctochytrium. 


Kee bezogen auf die bezogen auf die 
287 Erdproben 1494 Doppelansatze 
Rhizophidium unbest. Arten . . .. . 124mal (43,3%) 273 mal (18,4%) 
Ce ss sphaerotheca Zopf .. . Ty a5 (20527) Lara LOs ae) 
ane Ot) ee ee Rae ee 67.,, (23,4%) TO 3055) 
ssi meee carpophilum Fischer . . SU CLT 89G) LORS G3827,) 
Tie subangulosum Rabenh. . 46 ,, (16,0%) Oe Stl (OsS7)) 
o = globosum Rabenh. .. . 24 ,, (84%) 38 55° | (2,5%) 
Ae keratinophilum eon, 14 ,, (4,8%) LS sae 2o7) 
op a3 M.ispre! Leyes 4 14%, (48%) Pye (WEA) 
coh BS ampullaceum Fischer . . 13 ,, (4,5%) OF umes oc/o) 
Beers 5 transversum Rabenh. . Gee) (2519) 6 ,, (0,4%) 
shear we sphaerocarpum Fischer . Dy (UE) Oe (0i697) 
Som Lo os Siri (Cle stakcoe ey tonto i, (OA) Dy (OMS) 
oe en Spe (Gye ee: pe ee 4 (O04) Bip (OL) 
bn * minutum Atkinson . . 1 ,, (0,35%) Te 007275) 
ne ae hyperparasiticum Karl. . 1 ,, (0,35%) Te 00725) 
phe 33 Spe (4). gcc. es 1 ,, (0,35%) Teese OO795) 
ss otal (9) oe ee Ge MR 1%,,, (05359) Leen OMO7S4) 
a ee sp. (6) 1s, (0,859) oe (CO) 
os) ass Shama ICAL want Gi PR Lowes ee Ty (ORBISI4)) 1s OLO7TES) 
Phlyctochytrium unbest. Arten. .. . 137 mal (48,0%) 349 mal (23,4%) 
as ” masparAlg. Sent apse 73 5, (25,6%) AAU (5 CIB BIOA) 
oy Bs synchytrit Kohler . . 48 ,, (16,9%) Le EA) 
on oD n.sp. Reinboldt .. . 43 ,, (15,19%) 68 ,,  (4,5%) 
oa 5 eG) ee Aim 33 ,, (11,6%) 52 st, (8,59) 
58 as ae Gauche. me ESS So) 36 ,, (2,4%) 
a 55 Tis Sig S40) ee eae. sy (EXS94) 10 ,, (0,68%) 
ae a este mB are L8O%) 8,  (0,54%) 
paar nee ee ricy EEN ® 4, (1,4%) 8, (054%) 
es a SpN(@) cae sas fs cee ORES) Diese O81 30/5) 
: : Si MO) abode h tpt fe Le (OAS) asa OKORS2) 
> 5 Spe (ie ie Se ageule 1 ,, (0,4%) Vives 2 (0,009) 


1 Die in dieser Arbeit provisorisch benannten neuen Arten sind bei GAERTNER 
(1954) naher beschrieben. 


Natiirlich waren auch die Arten der einzelnen Gattungen nicht gleich 
haufig. Als Beispiel dafir sind in Tab. 1 die Verhaltnisse fir Rhizo- 
phidium und Phlyctochytrium zusammengestellt. Bei Bezug des Vor- 
kommens auf die Anzahl der von der betreffenden Erdprobe gemachten 
Ansitze (siehe Methodik) ergibt sich ein wesentlich geringerer Prozent- 
satz als bei Relation auf die Anzahl der Erdproben; nicht bei jedem 
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Ansatz der einzelnen Erdproben traten also die in der betreffenden Erde 
vorhandenen Pilze auf den ausgelegten Kédern auf — ein nicht unwich- 
tiger Hinweis, wie relativ unsicher die ganze Methodik noch ist! 

Es war, wie gesagt, nicht méglich, Material aus ganz Afrika zu beschaffen, son-— 
dern die Proben stammten aus 1. Nordostafrika (Agypten), 2. Nordwestafrika (Alge- 
rien, Marokko), 3. Westafrika (Dakar, Monrovia, Senegambien), 4. Aquatorial-Ost- 
afrika und 5. Stidafrika (und benachbarte Gebiete), also aus Zonen, die hinsichtlich 
Temperatur, Niederschlagsmenge und pflanzengeographischer Zugehorigkeit usw. 
auBerordentlich verschieden sind. 

Uber die Verteilung der Pilze in diesen 5 Regionen informiert Tab.2 A. 
Die Zahlen in der Tabelle besagen, in wieviel Bodenproben der betreffen- 
den Region die am Kopf der Tabelle genannten Pilze gefunden wurden. 

| : 


Tabelle 2. A: Vorkommen der Gruppen bzw. Arten1 in den 5 untersuchten Gebieten Ap 


' ni peaae : Zahl der Funde 
B: Relative Héufigheit der Pilze ( Zahl der Erdpr. ) 
] 
8 8 e|2 HM 

e/ aisle s|3 

e(aleiet | |eleigle 

& = eel 2 8 “ a s 2 
eZ lSE/E/S/e)E/E/a|2 
S/S /FIS/S [fle lS isis le 
1/2|3[4)/5|e6)]7)e\m 
A. Absolute Zahlen | 
Bgyptent? ts oo" 2 ah coe eee 37| 190| 19| 16| 10| 31) 3) 27] 4) 16| 
Nordwest-Afrika (Algerien, Marokko) .| 47| 261| 41| 26] 13] 29} 2) 32] 3/ 8) | 
West-Afrika (Dakar, Monrovia, | 
». Benegambien)”.” Eee eee 36| 188] 35] 14/ 8] 31; 2) 16; 3) 1| 
Aquatorial-Ost-Afrika ........ 36 188) 33] 24] 12| 31| 6] 21) 5] 3| 
Biidattikart Show: Es 131} 667|111| 68} 40/110] 5/103] 21] 24] — 
Goasantes ‘Afrika... Tseng eae 287|1494|239|148| 83/232] 18|199| 36] 52| 
B. Werte in % bezogen auf die Zah] der Erden . 
Seppe. oS  .- 37| 190| 51| 43| 27| 84) 8] 73) 11) 43) 
Nordwest-Afrika. .......... 47) 261| 87| 55| 28| 62| 4| 68| 6| 17|__ 
West Ariba 5. i,» wevin'lg iinieervoibhadug 36| 188| 97/ 39| 22] 86] 6] 45} 8] 3) 
Aquatorial-Ost-Afrika ........ 36| 188| 92] 67| 33] 86] 17} 58} 14; 8] 
Siidatrika..) <- dja sme eee 131| 667| 85| 52| 30) 84| 4) 79) 16] 18) 
Gesamtes Afrika... 2.1.0.4. 287|1494| 85| 52| 29| 81| 6| 69| 13| 18| 


* Kin Teil der Arten lieB sich nicht sicher identifizieren; sie sind bei Rhizophidium 
mit Nummern (1—7), bei Phlyctochytrium mit Buchstaben (a—f) benannt (siehe- 
Anhang II am Schlu8 der Arbeit). Bei Rhizophidium ist eine Art neu; sie ist nicht 
mit durchnumeriert, sondern als n. sp. ¢1 bezeichnet. Bei Phlyctochytrium waren 
2 Arten neu (n. sp. Alg 3 und n. sp. Sv 43); auBerdem wurde sehr haufig eine von 
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Am rechten Ende der Tabelle (S. 13) ist die Gesamtzahl der Pilzfunde so- 
wie der Arten jedes Gebietes angegeben. AuBerdem ist hier durch Division 
der Gesamtzahl der Funde durch die Anzahl der von jedem Gebiet zur Ver- 
fiigung stehenden Erdproben die relative Verbreitung der Pilze berechnet; 
dazu blieben die ersten 5 Gruppen unberiicksichtigt. Die gleiche Berech- 
nung ist in Tab. 2B fiir jede Art durchgefiihrt (diesmal auch einschlieBlich 
der Gruppen 1—5) und in Prozent ausgedriickt. Aus den Tabellen und der 
graphischen Darstellung in Abb. 2 ergibt sich Folgendes: 


Die Zahl der Arten betrug in den 5 Arealen zwischen 25 und 44. Ein 
besonderer Reichtum an den uns interessierenden niederen Phycomy- 
ceten in einem bestimmten der Gebiete liegt also nicht vor. Es soll aber 


thlen geben an, in wieviel Erdproben der betreffende Pilz gefunden wurde. 


, d geographischen Gebieten Afrikas. 


Rhizophidium Phlyctochytrium 
peace San 
s 3 

" g g| 38 q 

= i BS ‘= — 

: Biss) Soe Si 2 oi) S| 8 2\Els|als]a 
SIPS Sls sl glSiFlaliaialisislslelZlslelalale 
econ wet etme eee. | Sol | Pt tee | | ee) GP) ee 
B/ElSiSLElE | a |S 2) ele) e) S| ele) ape | Sis | alae 

2 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 

1] 8 9 215 4 Sel 4) 1 19) 17) 4 ied 

4) 4 9 1 15 1 1O|s 6/2 21 Bad 

8| 12 3 3] 1 Sipalee diese. t 15 10 

er -9|°-2)--1|~8 ae 6 28) 5 9 

25] 42; 11) 3] 22} 1] 4) 4) 7 1] 34 1| 1| 52] 20) 19] | 32 

46| 75| 13| 4] 51] 1] 6] 14] 14] 1] 67| 2| 2| 1] 1] 1] 1/124] 48| 25 73 

3] 22 24 5| 11) 3 11| 3 51| 46] 11 Bile 

9] 9 19 aren | 732 2} bOI Aste alba As 

22| 33 8 8s} 3] | 22] 3) 3| 3} 3 42 28 

22) 25] 6| 3] 22 8| 11 17 78| 14 25 

mae) Ss) 2) Fz; 1) 3] 3} 5} <1) 26) | | 3 1| 40] 15] 14] | 24] 5 

i6| 26 5] 1) 18/0,3| 2| 5] 5{0,3| 23| 0,7/ 0,7/ 0,3/ 0,3] 0,3/0,3] 43| 17| 9) | 25] 2 


RetngBotpT (1951) entdeckte Art wiedergefunden; sie ist n. sp. Reinboldt genannt. 
Die Beschreibung der sicher neuen Arten wird gesondert erfolgen (GAERTNER 1954). 
Die nicht ausgefiillte Spalte Nr. 10 (Rocella allomyces) wird von einem Vorkommen 
in Schweden besetzt, die ebenfalls leere Spalte 32 (Phlyctochytrium B. 45 I) von 
einem in Deutschland neu entdeckten Pilz (siehe die betreffenden Kapitel). 
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nicht behauptet werden, daB bei Verarbeitung eines sehr viel groBeren 
Zahlenmaterials sich nicht doch noch Unterschiede ergeben konnten; 
aus den vorliegenden Zahlen 148t sich aber doch schon folgern, dai 
die Verschiedenheiten keinesfalls sehr groB sein wiirden. Unterschiede 
wie etwa in der Artenzahl und Dichte héherer Pflanzen in verschie-_ 
denen geographischen Gebieten sind keinesfalls zu erwarten. Auch die 
relative Hiufigkeit der Pilze ist iiberall ungefihr die gleiche SS 

3,9 und 5,8). | 


In keinem der 5 geographischen Gebiete sind bestimmte Pilzgruppen 
besonders haufig oder gar alleine vertreten. Wenn man_bertick-— 
sichtigt, da& bei den héheren Pflanzen gewisse Formationen streng 
lokalisiert sind (etwa gewisse Hartlaubgewiichse im Stiden des Konti-_ 
nents), kénnte man Ahnliches auch fiir die Pilze erwarten. Das trifft 
aber kaum zu. : 

Tragt man z. B. auf der Karte von Afrika alle Funde von Rhizophidiwm globosum, ] 
Rh. subangulosum, Rh. sphaerotheca und Rh. carpophilum ein, so sieht man, daB sie 


in allen untersuchten Gebieten mit nahezu gleicher Haufigkeit vorkommen; auf die 
Wiedergabe einer solchen Karte kann daher verzichtet werden. Gleiches gilt fiir” 


. 
A 


Philyctochytrium | 

a : 

q : 

aA &: jive a {tl 

e\4|3 E |e 

al} </5 gle 

N|N | A /&|/G/S)8 ||) a) es 

35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 4 

A. Absolute Zahlen j 

Agypten ssa hg ic)! ceca a ee ee 37| 190} 4 20) & 

Nordwestafrika (Algerien, Marokko) . .| 47/ 261| 5| 1 2} 1) 1) -8| 

Westafrika (Dakar, Monrovia, | 

_Senegambien)........... 36) 188] | 6] 1 13| § 

Aquatorial-Ostafrika. ........ 36) 188) 6} 5 22) ¢ 

Siidatrike 5A 5... =< ee ee 131) 667} 28] 21; 4) 4 74) 1 
Gesamtes Afrika... ........ 287|1494| 43] 33] 5| 4] 2| 1 

B. Werte in % bezogen auf die Zahl der Erden ] 

Agypten a A a8 ot So ee 37| 190) 11 54 ' 

Nordweetateika ij is5 oy, yunieue 47| 261) 11) 2 4| 2) 2) 17m 

Westafrika RT Pe HE Pi 36| 188 tril} ane 36) | 

Aquatorial-Ostafrika. ........ 36} 188] 17| 14 61) { 

Siidafrika._ I PS) PG 131) 667] 21| 16) 3] 3 57| t 

- ey ee ee EEE 

Gesamtes Afrika. . 3 66. ).04 wlele 2871494] 15] 12| 2| 2/ 0,7] 0,3] 0,3] 48] ? 
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die tibrigen Rhizophidiwm-Arten, sofern man aus ihrer wesentlich geringeren Hau- 
figkeit [ausgenommen Rh. sp. (1)]iiberhaupt auf eine abhangige Verteilung schlieBen 
darf. Die Arten der Gattung Rhizophidium diirften demnach in grofen Ziigen in 
ganz Afrika vorkommen. 

Bei den weniger oft gefundenen Arten allerdings treten nicht alle in 
allen Gebieten auf, sondern einige nur in wenigen, andere sogar nur in 
einem einzigen (Abb. 2). In Abb. 3 ist das Vorkommen der haufigsten 
drei Vertreter von Phlyctochytrium [Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt 
(insgesamt 43 Funde), Phl.n.sp. Alg.3 (73 Funde) und PAl. synchytrii 
(48 Funde)] zusammen gestellt. Die Karte zeigt, daB Ph. n. sp. Reinboldt 
und Phl. synchyirit nicht in Westafrika gefunden wurden; dort kam 
nur Phl. n. sp. Alg.3 vor, waihrend in den iibrigen Gebieten alle drei 
Arten auftraten. Aus Abb. 4 ergibt sich, da8 Allomyces in ganz Nord- 
afrika nicht gefunden wurde und Phlyctorhiza variabilis nicht in Agypten, 
wahrend Rhizophidium keratinophilum und die keratinophile Sapro- 
legniacee iiberall nachgewiesen werden konnten. 


Uber die Ursachen solcher Verschiedenheiten lat sich nichts Sicheres 
aussagen. Man kénnte vielleicht annehmen, daB die Zahl der Unter- 
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suchungen noch zu gering sei. Das diirfte auch bis zu einem gewissen 
Grade der Fall sein; doch lagen aus Nordafrika (Agypten, Algerien und 

Marokko) insgesamt 84 Bodenproben vor, und in keiner davon wie 
Allomyces gefunden, wihrend aus Westafrika wie auch aus ee 
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Abb. 2. Vorkommen der Pilze (Nummern wie in Tab. 2) in den 5 untersuchten geographischen t 
Gebieten Afrikas. 


Ostafrika nur je 36 Proben vorhanden waren und hier der Pilz in meh-- 
reren Béden nachgewiesen werden konnte. Da Allomyces andererseits: 
sowohl aus deutschen und schwedischen Erden isoliert werden konnte,, 
ist es vorliufig sehr schwer, klimatische oder andere Griinde fir die: 
geographische Verteilung dieser Gattung zu ersinnen. Bedenkt man,, 
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daB der afrikanische Kontinent 22 Millionen km? umfa8t und daB fiir 
diese Arbeit nur 287 Bodenproben von je 50 cm? vorlagen, so laBt sich 
nicht bezweifeln, daB unsere Kenntnisse noch unendlich weit entfernt 
von auch nur annahernder Vollstindigkeit sein miissen. Man mu8 daher 
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0 Nordwest- Afrika 70 
West-Afrika 

8 Aquatorial-Ost-Afrika 
Siid-Afrika 50 
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100% = Vorkommen in simtlichen Erdproben. 


mit der Méglichkeit rechnen, daB bei weiterer Ausdehnung der Unter- 
suchungen manche oder sogar alle Pilze auch noch an anderen Stellen 
gefunden werden. 

_ Man kann also mindestens vorlaufig noch nicht behaupten, da das 
Vorkommen gewisser Arten sicher auf bestimmte Gebiete beschrankt sei. 
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3. Verteilung der Arten iiber die einzelnen Fundstellen. 


In den vorstehenden Kapiteln sind die Standorte nur in zusammen- 
gefaBter Form nach den 5 groBen geographischen Gruppen behandel 
worden. Nachstehend folgt nun eine Ubersicht im einzelnen. Die Fund- 


Oe 
oe 


Abb. 3. Vorkommen von Phlyctochytrium n. sp. x Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt 
Reinboldt, Phi. n. sp. Alg. 3 und PAl. synchytrii 4 Phlyctochytrium n. sp. Alg. 3 
in den 5 untersuchten Gebieten Afrikas, 4 Phiyctochytrium synchytrii 


stellen sind jede fiir sich kurz charakterisiert (soweit es bei den oft spiir-- 
lichen Angaben der Sammler méglich ist), in geographischer Folge geord.. 
net und durchnumeriert (1—287). Die hinter jedem Standort ange-- 
gebenen Nummern beziehen sich auf die Pilze, die an ihm gefunden) 


' 


eaten i Lee 
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wurden; die Pilznummern (1—64) sind die gleichen wie in den Tab. 1 
und 2 (unter Weglassung von Nr. 1—5). 


Auf das Standortverzeichnis folgt dann eine Ubersicht iiber die Pilze 
[ohne die ersten 5 Sammelgruppen; die Zusammenstellung beginnt also 


Oo Allomyces 

variabilis, Rhizophidium keratinophilum und der e Phlyctorhiza variabilis 
@ 
9° 


Abb. 4. Vorkommen von Allomyces, Phiyctorhiza 


Rhizophidium keratinophilum 
Keratinophile Saprolegniacee 


keratinophilen Saprolegniacee. 


mit Nr. 6 (Olpidium pendulum)]; bei jeder Art ist das Vorkommen mit 
den Nummern der Standortliste angegeben. Auf diese Weise ist es méglich, 
genau festzustellen, welche Pilze an den einzelnen Standorten gefunden 
wurden, wie auch, an welchen Standorten die einzelnen Arten vorkamen. 
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Standortliste. 


Agypten. 


1. Abukir (Mittelmeerkiiste) Kartoffelfeld: 6, 8, 30, 42, 43, 61. 2, El Manura bei Abukir, Graben- 
ufer: 6. Alexandrien (3—11): 8. Nouzah-Garten, Hecke, bewiissert: 6, 30, 43.4. wie 3, Blumenbeet, 
bewiissert: 6, 8, 16, 30, 43. 5. wie 4: 29, 30, 42. 6. Zoo, neben undichter Wasserleitung, unbewachsen: 
6, 9, 13, 16, 18, 19, 31, 35, 43, 50, 52. 7. wie 6, unter Eukalyptus, bewdssert: 13, 29, 34, 35, 42. 8. Vor 
Hospital Kozika, Griinstreifen, bewissert: 6, 30, 43. 9. wie 8, unter Palme, bewiassert: 11, 30, 48, 52. 
10. Hospital Al Moassat, Blumenbeet, bewiissert: 6, 13, 29, 30, 42, 48, 45. 11. wie 10, unter Hecke: 
6, 8, 16, 42, 43, 45. Ikinghi, 45 km westl. Alexandrien (12, 13): 12. Grabenrand: 6, 8, 19, 29, 30, 43. 
13. wie 12, Tamariske, unbewissert: 6, 7, 8, 29, 30, 31, 42, 43, 52.14. Kieswiiste, Rasthaus an StraBe 
Alexandrien-Kairo: 6, 43. 15. Barrages (Stauwerke) nérdl. Kairo, Altwasserufer: 6, 16, 30. Kairo 
(16—21): 16. feuchte Nilerde: 6, 11, 19, 42, 51.17. Botan. Garten, Rosenbeet, bewdssert: 6, 16, 29, 
30, 43, 52. 18. Zoo, Blumenbeet, bewiissert: 6, 43. 19. Universitat, Blumenbeet, bewdassert: 7, 8, 29, 
42, 43, 58. 20. Vegetationslose Wiiste, kleine Pyramide von Gizeh: 48. 21. Nilinsel Guezireh, Park- 
rasen, bewissert: 6, 12, 13, 23, 29, 30, 35, 42, 48, 52. Fayum (22—28): 22. Lake Birket, Kairoun, 
Hotel, Oleandergebiisch, bewiissert: 2, 6, 8, 13, 30. 28. wie 22: 42. 24. wie 22, Blumenbeet, bewdssert: 
42, 43. 25. 6 km siidl. Medinet el Fayum, Gerstenfeld: 6, 7, 8, 19, 29.26. Sanhur, Gerstenfeld: 6, 22, 
42, 43. 27. Lahoun, Baumwollfeld: 6, 8, 17, 29, 30, 42, 52. 28. Dandil, Melonenfeld, bewassert: 6, 
8, 29. Siid-Sinai (29—35): 29. Oase Feiran, Weinstécke, bewissert: 6, 7, 8, 16, 29, 31, 35, 43, 64. 
30. wie 29, Bohnenfeld, bewiissert: 29, 30, 42, 43. 31. Wadi zwischen Abu Zineima und Feiran, Sand 
unter Wiistenbusch: 6, 8, 22, 29, 43.32. Vegetationslose Wiiste zw. Suez und Abu Zineima: 6, 8, 13, 20, 
22, 29, 42, 43, 47, 61. 38. Oase zw. Gebel Musa und Gebel Catharin, Mandelbaum: 6, 8, 29, 30, 43, 52. 
34. wie 33, Zwiebelbeet: 6, 8, 9, 18, 16, 22, 29, 48, 44, 52.35. Gebel Musa, neben Wasserstelle (1800 m): 
6, 29. 86. Quift (siidl. Quena), Acker: 6, 8, 42, 43. 37. Kosseir (Rotes Meer), Tamariske in Garten: 


13, 16, 30, 33, 42. 
Nord-Afrika. 


Algerien. 38. Algier, Botan. Garten, Pinus halepensis: 6, 8, 12, 19, 33, 35, 48. Atlas (89—41). 
39. Oued Kedala, 31 km siidl. Algier, Chamaerops humilis: 6, 16, 22, 33, 42.40. wie 39, neben Quelle: 
6, 33, 49. 41. wie 39, Pistacia lentiscus: 11, 33, 35. Chott Hodna (42—49): 42. Chott Hodna siidl. 
Msila, sehr salzig, Salsola tetrand.: 36. 48. wie 42, vegetationslos: 0. 44. wie 42, Diine, Anabasis: 
6, 22, 29, 42. 45. wie 42, aber westl. von Msila, Salzquelle, Sand, Adenopsis repens ?: 0. 46. wie 42, _ 
siidl. Barika, entsalzter Sand, Ain Bebarcha, Salsola vermiculata: 6, 11, 29, 39, 43. 47. Hingang _ 
zum Chott Hodna, ,,Kraterquelle‘ entsalzt: 0. 48. wie 42, 8km nérdl. Mechta Baalbj, sandiger 
Lehm, Salsola vermiculata: 29, 30, 42.49. wie 48, erodierter Boden mit Pflanzenwurzeln: 6, 22, 27, 
33, 48. Owed Emifida (50—53): 50. Fruchtbarer Boden, Ziziphus lotus: 6, 16, 22, 33, 43.51. wie 50, 
5 km nérdl. Ain Kelba, Weizenfeld: 4, 22, 43, 49. 52. wie 50, 2km nérdl. Ain Kelba, Salzsole mit — 
extremen Halophyten: 42. 58. wie 50, Dorfplatz, Ufer des Schott, Suaeda vermiculata: 6, 8, 13, 
30, 43. Beni Unif (54—56): 54, Beni Unif, tiberdachter Weg in Zenaga: 6, 13, 29, 30, 35, 62. 55. 
Salzsteppe: 6, 22. 56. Felswiiste: 6, 33, 43. ] 


Marokko. Span. Marokko (57—59): 57. 20 km nordwestl. Tetuan, StraBengraben: 16, 22, 
43, 49. 58. wie 57, Acker: 6, 8, 16, 22, 33, 48.59. Schebellah, Hochmoor: 6, 29. 60. Bei Meknes, Mais- _ 
feld: 6, 16, 33, 43. 61. 20 km 6stl. Rabatt, Korkeichenwald: 6, 12, 33, 35, 48, 49. 62. Benguerir, 
Bergweide: 16, 22, 43. Rif (683—68): 63. Ketama, Kiefernwald: 12, 33, 43. 64. Beni Hadifa, Trocke- 
nes Bachbett: 13, 33, 43, 49. 65. Rio Guis b. Baden, trockenes FluBbett: 6. 66. Tagsut, an Quelle: 
6, 11, 43, 49.67. Ketana, Cedernwald: 29, 33. 68. Taurird, Rio Nekor, Feigenbaum: 6, 22, 43. Hoch- 
atlas (69—74): 69. Quellgebiet des Dades, 1800 m, trockenes Gras: 6, 48.70. wie 69, 1400 m, Bohnen- 
feld, bewiissert: 6, 8, 13, 30, 33, 43, 49. 71. wie 70, ausgetrocknetes FluBbett: 6, 22, 29, 30, 33, 43. 
72. Bei Innui N’ulan, 1800 m, Brachfeld: 6, 7, 16, 22, 29. 78. wie 72, steiniger Berghang: 6, 30, 33, 43. 
74. Tizi N’test, 2200 m, StraBengraben: 6, 16, 48. 75. Siidl. d. Hohen Atlas, Toundout, 1400 m, | 
Bachrand: 6, 8, 22, 29, 43, 49. Vorwiiste siidl. d. Atlas (76—84): 76. Bei Skoura, 1000 m, Stee! 


gras: 6, 22, 32, 43, 49, 56.77. wie 76, Getreidefeld: 6, 12, 16, 22, 34, 38, 41, 43, 49. 78. wie 77, Steppe: _ 
43.79. Tal des Dades, 1550 m, 10 km nérdl. von Boumalne: 6, 8, 11, 38, 49. 80. Djebel Sargho, 15 km _ 
nordl. Ikuioun, Gerstenfeld: 7, 31, 33, 42. 81. Miindung des Mgouna i. Dades, Bewiisserungsgraben: 4 
49. 82, Nérdl. Zagora, am Dra, ausgetrocknetes FluBbett: 6, 31, 38, 40, 42, 48. 88. Bei creas 
Gras!: 6, 8, 22, 33, 42, 43, 49. 84. wie 83, Kamelweide?: 6, 7, 8, 43, 49. 


West-Afrika. 


Termitenhiigel in Liberia (85—95). 85. AuBerste sehr harte Schicht: 29, 33. 86. Innere, — 
weichere Schicht: 29, 33, 44. 87. Schicht wie 86 mit gefliigelten Termiten: 29, 33, 43. 88. Innen- 
schicht weich mit schwarzen Ameisen: 43. 89. Exkremente in Gewdlben der Schicht 88: 0. 90. Pilz-) 
schicht in 88: 0.91, Innenschicht, blitterteigartige Lamellen mit sehr jungen Termiten: 0. 92. Kénigin-— 
Gehiiuse: 0, 93. Termitenhiigel (Senegambien): 12, 16, 22, 29, 82, 43. 94. Termitenhiigel (Monrovia), — 
AuBenschicht: 29, 43. 95. wie 94, Innenschicht: 6, 43. 1 


1 Nach Regen, vorher 7jihrige Trockenzeit. ; 
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Senegambien. Dakar (96—101): 96. Anlage mit Gras: 6, 7, 13, 43, 49.97. Wegsand: 6, 8, 11, 
26, 36, 42, 43, 54, 64. 98. StraBenkehricht: 13, 48, 49. 99. Steilkiiste, Gebiisch und Gras: 6, 7, 12, 
22, 33, 43, 44, 49.100. wie 99, abgestorbenes Gras: 22, 33, 43.101. Meeresstrand, Wellenschlagzone: 0. 
102. Kap Verde, magere Weide: 13, 22, 29, 43, 49. 1038. Rufisque, Dornbusch: 6, 11, 42, 43. 104. Thiés, 
ErdnuBfeld: 6, 22, 42, 43, 49, 55, 58.105. Kindia, Manihotfeld: 6, 13, 29, 36, 42, 43. 106. wie 105, Baum 
in Negerdorf: 6, 19, 29, 43, 49. 107. 15 km siidéstl. Kindia, Loch von Erdtier: 12, 18, 22, 29, 33, 42, 
43, 54.108. Zwischen Kindia und Mamou, vorjahr. Pflanzung: 6, 11, 13, 16, 22, 23, 24, 33, 36, 48, 49. 
109. 20 km nérdl. Mamou, Grasbiischel mit Ameisen: 6, 16, 43. 110. Dorf 15 km nordl. Mamou, 
Waschplatz der Negerinnen: 6, 11, 22, 43, 49. 


Liberia. Monrovia (111—120): 111. Kassave-Pflanzung: 29, 36, 42, 43. 112. Olpalme: 11, 12, 
13, 33, 35, 42, 43, 47. 118. Trockengelegter Sumpf: 6, 7, 12, 13, 36, 42, 48, 56. 114. Ausgetrockneter 
Graben: 11, 12, 13, 48, 49, 54. 115. Rand des Urwaldes: 6, 22, 29, 42, 43. 116. Aus hohlem Baum: 
11, 12, 29, 36, 42, 48.117. Urwaldmulm: 6, 42. 118. Urwaldhumus: 12, 19, 29, 33, 42. 119. Sand vor 
Urwald: 6, 13, 20, 25, 42. 120. Kehrichthaufen: 6, 13, 19, 29. 


Aquatorial-Ost-Afrika. 


Kiiste (121—125). 121. Sansibar, Stadtplatz mit Rasen: 6, 13, 29, 30, 42, 43, 55. 122. wie 121, 
Sand in Strandniihe, verschmutzt: 8, 13, 30, 42, 43. 128. Daressalam, Papayabaum: 6, 8, 12,22, 29, 
33, 34, 43, 44, 49.124. wie 123, StraBengraben: 6, 8, 16, 19, 22, 29, 33, 38, 43, 49, 56. 125. wie 123, 
Kokospalme: 29, 33, 42, 43, 44. 


Victoria Nyanza See-Gebiet (126—146). 126. Entebbe, Maisfeld: 6, 7, 12, 13, 19, 29, 42, 43, 
44, 64. 127. wie 126, StraBenrand: 16, 29, 36, 42, 43. 128. Kampala, Garten i. d. Stadt: 7, 12, 13, 29, 
33, 35, 38, 43, 52, 55. 129. wie 128: 0. 180. wie 128, StraBenrand: 6, 13, 29, 35, 48, 44. 181. Port 
Bell, Kartoffelfeld: 6, 7, 12, 29, 42, 48, 64. 182. wie 131, StraBenrand: 6, 29, 43, 45. 188. Jinja, Ba- 
nanenpflanzung: 6, 42, 54. 184. Kagerafaihre, FluBufer: 6, 29, 48. Farm Luisenhof (135—146): 
135. Gartenbeet: 6, 12, 16, 20, 22, 29, 30, 35, 42, 43, 52. 186. unter Stein: 13, 29, 43. 187. vor Loch 
der Maulwurfsgrille: 11, 29, 43. 188. Teichrand: 6, 11, 12, 43, 45.189. unter Ceder: 6, 14, 29, 35, 42, 
43, 49. 140. StraBenrand: 6, 20, 29, 35, 42, 43.141. unter Stein: 6, 7, 14, 20, 29, 36, 42, 43, 64. 142. 
Gemiisegarten: 16, 23, 42, 43, 45. 143. Kaffeebaum: 22, 29, 30, 33, 42, 43. 144. neben Quelle: 6, 35, 
42, 43, 49.145. Rasen: 6, 29, 42, 43, 54.146. Kaffeebaum: 6, 20, 29, 33, 42, 43.147. Farm Kawalinda, 
Wegrand: 12, 16, 29, 43. 148. Kenya-Kolonie, Olorgasailie, 3800 FuB tiber NN, Xerophyten- 
vegetation: 6, 7, 22, 29, 42, 43. 149. wie 148, Nairobi, Museumsgarten, Marckhamia Hildebrandtii, 
5500 FuB tiber NN: 13, 15, 29, 38, 35, 36, 42, 43, 64. 150. wie 148, Olorgasailie, Gras und Liliaceen, 
400 FuB iiber NN: 29, 33, 43, 54, 64. 151. Tanganjika, Buschsteppe zw. Muhesa und Tanga: 
16, 29, 43, 51. Ost Usambara (152—156): 152. Waldesschatten: 30, 43. 158. Amani, Waldboden: 
6, 10, 12, 13, 22, 29, 42, 43, 45, 59.154. wie 153: 6, 16, 29, 42, 43. 155. wie 153: 6, 11, 19, 43. 156. wie 
153, Wald auf Bergkuppe: 13, 16. 


Siidost-Afrika und Sid-Afrika. 


Portugiesisch Ost-Afrika. 157. Beira, Negerpfad in Mangrove: 6, 29, 30, 42, 43. 158. Lourenzo 
Marques, StraBenrand, halbschattig: 6, 8, 13, 16, 30, 42, 43, 55. 


Transvaal. 159. Mokets, Gebiisch: 6, 8, 13, 16, 30, 48. 160. wie 159, Erde neben Kuhmist: 
6, 8, 22, 29, 30, 43. 161. Magoebas Kloof-Tzaneen, beweidete Wiese in Urwaldlichtung: 6, 35, 42, 
48, 54. 162. wie 161, Bachufer, schattig: 6, 29, 35, 42, 45, 60, 64. 163. wie 161, Waldweg: 6, 7, 29, 
42, 43. 164. Brandolier Kop, Gebiisch: 6, 7, 8, 22, 29, 42, 43. 165. wie 164, offener Boden, sonnig: 
6, 8, 12, 18, 31, 42, 43. 166. Muinik, sukkul. Euphorbien: 15, 42, 438. 167. wie 166, sonniger Pfad: 
6, 8, 13, 22, 29, 42, 43, 54, 61, 64. 168. wie 166, Gestriuch: 6, 7, 8, 22, 29, 42, 43, 49.169. Piet 
Retief, Wiesenboden, gediingt: 6, 29, 42, 56. 170. wie 169, Viehweide: 6, 12, 29, 36, 42, 43. Johannis- 
burg- Rustenburg (171—204): 171. Windsor District, Blaue Gummibéume: 6, 22, 42, 43. 172. wie 
171: 6, 12, 36, 43. 178. wie 171: 6, 8, 11, 12, 20, 31, 36, 42, 43, 49. 174. Crocodile River, schattig, 
feucht: 6, 8, 13, 20, 22, 29, 31, 33, 35, 42, 43, 49, 64. 175. Grasfeld: 6, 12, 30, 32, 42, 43, 49. 176. 
Morningside: 6, 33, 35, 43, 49. 177. Delmos, trocken: 6, 29, 31, 33, 35, 42, 48, 49, 52. 178. wie 177: 
6, 33, 34, 42, 43.179. Pretoria: 6, 29, 33, 42, 55. 180. Melville, FluBbett: 18, 42, 438, 49, 54, 64. 181. 
wie 180, Gras-Veld: 22, 33, 35, 43. 182. wie 180, Maulwurfshaufen: 6, 13, 33, 36, 38, 42, 43. 183. wie 
180, Hiigel: 6, 7, 11, 33, 38, 43. 184. wie 180, FluBufer: 6, 22. 185. Frankenwald, Universititsfarm: 
6, 13, 30, 33, 35, 43. 186. wie 185: 13, 14, 29, 33, 36. 187. wie 185: 6, 20, 30, 33, 35, 42, 48. 188. Trok- 
kenes Buschfeld: 6, 29 34, 43, 54. 189. wie 185, gedtingter Acker: 6, 12, 20, 30, 33, 42, 43, 49, 52, 56. 
190. Gediingtes Grasland: 6, 13, 30, 33, 43.191. wie 185, Paspalum, feucht: 6, 12, 29, 42, 48, 53, 56. 
192. wie 185, unkultiviertes Land: 6, 7, 13, 29, 31, 33, 43. Magalisberge (193—203): 193. Magalis- 
berge, Mulm aus hohlem Baumstumpf: 13, 15, 30, 31, 35, 42, 48, 52. 194. wie 193, beschattete Brand- 
statte: 13, 42, 438.195. wie 193, Quellhang: 12, 13, 33, 34, 42, 43. 196. wie 193, Hingang eines Ufer- 
schwalbennestes: 16, 29, 34, 42.197. wie 193, Gebiisch: 6, 13, 19, 33, 43. 198. wie 193, unbewachsener 
Steppenboden: 6, 8, 29, 42, 43. 199. wie 193, Termitenerde in Baumstamm: 12, 22, 42, 43. 200. wie 
193, Waldboden: 6, 7, 16, 42, 52. 201. wie 193, Baum in Grasland: 6, 42, 43, 44. 202. wie 193, unter 
feuchten Steinen: 6, 14, 16, 42, 43, 45. 208. wie 193, Steppenboden mit Hselsmist: 6, 7, 29, 42, 48, 49. 
204. Rustenburg, schwach bewachsener Sand: 4, 6, 8, 13, 19, 29, 38, 38, 43, 49. 


O* 
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Natal und Zululand. 205. Durban, Mangroveboden: 0. 206. Umhloft, nérdl. Durban, Salt Rock 
Hotel, Meeresstrandvegetation: 6, 13, 24, 29, 36, 48, 49. 207. wie 206, Zuckerrohr: 6, 42, 43. 208. 
Tugela-Miindung, Gebiisch: 6, 12, 29, 30, 31, 35, 36, 42, 43, 64. 209. Umhlali-Miindung, Diinental im 
Spriihsalzbereich: 6, 16, 37, 42, 43. 210. Mont-aux-Sources, Modder, Podocarpus-Bergwald, 1800 m: 
9, 43. 211. wie 210, Ufer des Makai-River, Gras, 2000 m: 6, 13, 16, 21, 29, 42, 53. 212. Angabe fehit? 
29, 42. 218. Matubatuba, Zululand, humoser Sand, Busch: 14, 15, 22, 29, 36, 38, 42, 45. 214. wie 
213, humoser Sand, Waldschatten: 6, 22, 29, 42. 215. wie 213, Waldmodder, hochstammiger Urwald; 
ORTH 42, 57s , 

Oranje. 216. Fauresmith, Karroo-Biische: 6, 13, 43. 217. Marandella bei Salisbury, Brachy- 
stegia speciformis: 6, 8, 22, 42, 43, 52. 218. Mermaidpool bei Salisbury: 22, 29, 43. 219. Evansrigg 
bei Salisbury, Aloe: 6, 8, 22, 43, 54. 220. wie 216, Karroo-Busch: 6, 8, 13, 22, 42, 43. 221. wie 216; 
Meteorol. Station, Gras: 12, 13, 18, 42, 43. 222. wie 216, Panicum: 6, 12, 13, 22, 42. 223. wie 216; 
6, 22, 33, 42, 43, 49. 224. wie 216, Rhus cliata: 6, 18, 33, 42, 48, 49. 225. wie 216: 
6, 8, 22, 43. 226. wie 216, Botan. Garten: 6, 14, 29, 43, 49, 64. 227. wie 216, unter Westlera 
12, 13, 42, 43. 228. ohne Standortsangabe: 6, 12, 13, 20, 29, 49. 229. Klippschlieferkot: 6, 12, 29, 
30, 33, 43. 


Kapland. Grahamstown (230—288): 230. Grahamstown, Viehtriinke: 6, 7, 14, 36, 42, 43, 54. 
231. wie 230, Akaziengebiisch: 6, 19, 29, 31, 64. 282. wie 230, Viehweide: 6, 13, 16, 29, 37, 42, 43, 63. 
233. wie 230, grasiger Weg: 6, 18, 22, 29, 42, 43, 56. 284. wie 230, Erde aus Termitenhaufen: 6, 13, 
36, 43. 285. wie 230, vor Kaffernhiitte: 6, 29, 43, 56, 64. 236. wie 230, Waldweg: 6, 29, 30, 33, 54. 
237. wie 230, Hohlweg: 6, 13, 34, 42, 43, 44. 288. wie 230, beschatteter Miillhiigel: 6, 12, 16, 22, 42, 64, 
239. Diepwall, Urwaldlichtung: 6, 12, 13, 29, 35, 36, 42, 43. 240. bei George, unter Biischen: 6, 14, 
22, 36, 42. 241. Immergriiner Regenwald: 29, 36, 37, 42, 43. 242. Kleine Karroo, Unrat vor Erdloch 
eines kleinen Nagers: 0. 248. Oudshoorn, Viehweg: 6, 8, 14, 15, 22, 29, 30, 31, 35, 42, 43. 244. wie 243. 
unter Moos: 8, 12, 13, 16, 30, 31, 42. 245. Barrydale, Viehweide: 6, 13, 22, 38, 43, 64. Sommerset 
(246—251): 246. Sommerset, StraBenrand: 6, 42, 43. 247. wie 246, Miillhiigel: 6, 7, 16, 29, 42, 43, 
248. wie 246, Felsen am Meer: 6, 8, 16, 22, 29, 35, 42, 48. 249. wie 246, Viehweide: 6, 7, 8, 16, 2! 
29, 34, 43. 250. wie 246, Gebtisch in Strandniihe: 6, 7, 29, 31, 33, 35, 48. 251. wie 246, offene Flach 
in Strandniihe: 6, 8, 11, 12, 18, 22, 29, 33, 43, 46, 52. Stellenbosch (252—273): 252. Stellenbosch, - 
Joenkershoek, Striiucher: 6, 29, 36, 43. 258. wie 252, Hingang zum Mauseloch: 6, 14, 48. 254. wie 
252, Wiildchen: 6, 7, 29, 35, 43, 56. 255. wie 252, Gartenerde: 6, 29, 42. 256. wie 252, Odland: 6, 7, 
8, 29, 31, 35, 42, 48, 55, 56. 257. wie 252, Gemiisebeet: 6, 14, 16, 20, 31, 36, 43. 258. wie 252, Ge= 
striiuch im Stadtpark: 6, 12, 13, 29, 30, 31, 35, 36, 48. 259. wie 252, gepflasterter Weg: 6, 16, 29, 30, | 
42, 43. 260. wie 252, Gebiisch: 7, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 28, 29, 35, 42, 48, 52. 261. wie 252, Mar- | 
chantia neben Bach: 6, 29, 35, 48, 45, 56, 64. 262. wie 252, Garten: 6, 8, 22, 29, 31, 35, 42, 43, “I 


263. wie 252, Garten: 6, 7, 16, 29, 31, 35, 36, 48, 47. 264. wie 252, Botan. Garten, Sukkulenten: 
quartier (Karroo-Erde): 12, 13, 22, 30, 31, 33, 35, 48. 265. wie 264: 7, 8, 11, 30, 33, 34, 35, 42, 4 
266. wie 252, steriler Sand im Garten: 6, 7, 8, 13, 16, 35, 43, 64. 267. wie 252, Swellendam-Steppe; 
6, 22, 43. 268. Stellenbosch, Welgevallen Experimental-Farm, Birnengarten: 6, 9, 43. 269. wie 268 
6, 7, 9, 11, 35, 42, 43.270. wie 268, Grasweide: 6, 12, 29, 35, 36, 43. 271. wie 268, Pinus-Pflanzung: 
6, 7, 31, 42, 43, 64.272. wie 268, Grasweide: 6, 18, 14, 18, 31, 33, 35, 43, 64 273. wie 268, gut dr 
nierter Birnengarten: 6, 13, 16, 42, 43. 274. Baineskoloof bei Wellington, Striiucher neben Back 
6, 11, 12, 33, 42, 48. 275. wie 274, aber feuchter: 6, 13, 14, 42, 48. 276. Tafelberg, Schlucht auf der 
Hochflache: 6, 16, 22, 42, 43. 277. Kalabas-Kraal bei Malmesbury, Viehweide: 6, 36. 


Klein Namaland. 278. Knersvlakte, Busch in Steppe: 13, 36. 279. Steinkopf, Talboden: 7, 1 
30, 33, 43. 280. wie 279, Zwergstrauch: 6, 22, 48, 56. 281. wie 279, Héhleneingang: 12, 30, 33, 37, 4 
282. Olifantsrivir, Sand mit Eselskot: 6, 13, 42, 43. 288. wie 278, nackter Wiistenboden: 6, 22, 43 
284. wie 278, unbewachsener Boden: 48. 285. Grasfresserkot: 6, 43. 286. Klein Buschmannsland. 
Wiistenboden mit Ziegen- und Schafkot: 13, 22, 33, 36. 287. wie 286, Erde in Felsnische mit Ziegen- 
und Schafkot: 0. i 


t 
' 
i 
| 

’ 


i aaueEREEREEEREEnnERenneanEnennene 


Artenliste. 


6. Olpidium pendulum Zopf. Agypten: 1—4, 6, 10—18,! 21, 22, 25—29, 31—36. NW. NW-Afr.: 
38—40, 44, 46, 49—51, 53—56, 58—61, 65, 66, 68—77, 79, 82—84. W-Afr.: 95—97, 103—106,, 
108—110, 113, 115, 117, 119, 120. Aquat.-O - Afr.: 121, 123, 124, 126, 130—135, 138—141, en 
148, 153—155. S-Afr.: 157—165, 167—179, 182—185, 187—192, 197, 198, 200—204, 206—20: an 


renamed 219, 220, 222—226, 228—240, 248, 245—259, 261—263, 266—277, 280, 282, 283, 286 
(zus. 199 


7. Olpidium luxurians Fischer. Agypten: 13, 19, 25, 29. NW-Afr.: 67, 68, 72, 80. W-Afr. 
96, 99, 113, 126, 128, 131, 141. S-Afr.: 163, 164, 168, 183, 192, 200, 208, 215, 230, 245, 247, 249, 250, 
254, 256, 260, 263, 266, 269, 271, 279 (zus. 36). 


8. Olpidium sp. Agypten: 1, 4, 11—13, 19, 22, 25, 27—29, 3134, 36. NW-Afr.: 38, 53, j 
68, 70, 75, 79, 83. NW-Afr.: 97. Kquat. -O-Afr.: 122—124, S-Afr.: 158—160, 164, 165, 167, 168, 
178, 174, 198, 204, 217, 219, 220, 225, 248, 244, 248, 249, 251, 262, 265, 266 (zus. 52).. : ‘ 
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9. Rocella irregularis Sparrow. Agypten: 6. NW-Afr.: 34. Aquat.-O-Afr.: 153. S-Afr.: 210 
268, 269 (zus. 6). 

10. Rocella allomyces. Nicht gefunden. 

ll. Rhizophidium globosum Rabenhorst. Agypten: 9, 16. NW-Afr.:; 41, 46, 66, 79. W-Afr.: 
97, 103, 108, 110, 112, 114, 116, Aquat.-O-Afr.: 137, 138, 155. S-Afr.: 172, 173, 183, 251, 260, 265, 
269, 274 (gus. 24). 

12. Rhizophidium subangulosum Rabenhorst. Agypten: 21. NW-Afr.: 38, 61, 63, 77. W- 
Afr.: 93, 99, 107, 109, 111—113, 116, 118, 123, 126. Aquat.-O-Afr.: 128, 131, 135, 188, 147, 158. 
S-Afr.: 165, 170, 173, 175, 180, 189, 191, 195, 199, 208, 215, 221, 222, 227, 229, 238, 239, 244, 251, 
258, 260, 264, 269, 274 (zus. 46). 

13. Rhizophidium sphaerotheca Zopf. Agypten: 6, 7, 10, 21, 22, 32, 34, 37. NW-Afr.: 53, 
54, 64, 70. W-Afr.: 96, 98, 100, 102, 105, 107, 108, 112—114, 119, 120. Aquat.-O-Afr.: 121, 122, 
126, 128, 130, 186, 149, 153, 156. S-Afr.: 158, 159, 167, 174, 180, 182, 185, 186, 190, 192, 1983—195, 
197, 204, 206, 211, 216, 220—222, 224, 227, 228, 232234, 237, 239, 244, 245, 251, 258, 264, 266, 
272, 273, 275, 278, 279, 282, 286 (zus. 75). ; 

14. Rhizophidium ampulaceum Fischer. Aquat.-O-Afr.: 139, 141. S-Afr.: 186, 202, 213, 
226, 230, 240, 248, 258, 257, 272, 275 (zus. 13). 

15. Rhizophidium sphaerocarpum Fischer. Aquat.-O-Afr.: 149. S-Afr.: 166, 243, 260 
(zus. 4). 

16. Rhizophidium carpophilum Fischer. Agypten: 4, 6,11, 15, 17, 27, 29, 34, 37. NW-Afr.: 39, 
50, 57, 58. 60, 62, 72, 74. W-Afr.: 93, 108, 109. Aquat.-O-Afr.: 124, 127, 185, 142, 147, 149, 151, 
154, 156. S-Afr.: 158, 159, 193, 196, 200, 202, 209, 211, 213, 232, 238, 244, 247249, 257, 259, 260, 
263, 266, 273, 276 (zus. 51). 

17. Rhizophidium minutum Atkinson. S-Afr.: 260. 

18. Rhizophidium, transversum Rabenhorst. Agypten: 6, 8. S-Afr.: 165, 221, 260, 272 
(zus. 6). 

19. Rhizophidium n. sp. ¢ 1. Agypten: 6, 12, 16, 25. W-Afr.: 106, 118, 120. Aquat.-O-Afr.: 
124, 126, 155. S-Afr.: 198, 204, 231, 260 (zus. 14). 

20. Rhizophidium keraiinophilum Karling. Agypten: 32. NW-Afr.: 38. W-Afr.: 119. 
Aquat.-O-Afr.: 135, 140, 141, 146. S-Afr.: 173, 174, 187, 189, 218, 228, 257 (zus. 14). 

21. Rhizophidium hyperparasiticum Karling. S-Afr.: 211. 

22. Rhizophidium sp. (1). Agypten: 26, 32. NW-Afr.: 39, 44, 49—51, 55, 57, 58, 62, 68, 71, 
75—77, 83. W-Afr.: 93, 99—102, 104, 107, 108; 115. Aquat.-O-Afr.: 123, 124, 135, 143, 148, 153. 
S-Afr.: 160, 164, 167, 168, 170, 174, 179, 181, 184, 196, 213, 214, 217—220, 222, 223, 225, 233, 238, 
240, 243, 245, 248, 249, 251, 262—264, 267, 276, 280,-283, 286 (zus. 67). 

23. Rhizophidium sp. (2). Agypten: 21. W-Afr.: 108 (zus. 2). 

24. Rhizophidium sp. (3). W-Afr.: 108. S-Afr.: 206 (zus. 2). 

25. Rhizophidium sp. (4). W-Afr.: 119. 

26. Rhizophidium sp. (5). W-Afr.: 97. 

27. Rhizophidium sp. (6). NW-Afr.: 49. 

28. Rhizophidium sp. (7). S-Afr.: 260. 

29. Rhizophidium unbestimmbar. Agypten: 5, 7, 8, 10, 12, 138, 17, 19, 21, 25, 27—85. NW- 
Afr.: 44, 46, 48, 54, 59, 62, 67, 71, 75, 77. W-Afr.: 85—87, 98, 94, 102, 105—107, 110, 111, 115, 116, 
118, 120. Aequat.-O-Afr.: 121, 123—128, 130—137, 1389—141, 148, 145—147, 148—151, 153, 154. 
S-Afr.: 157, 160, 162—164, 167—170, 174, 177, 186, 188, 191, 192, 198, 199, 203, 204, 206, 208, 
211—214, 226, 228, 229, 231—233, 235, 236, 239, 241, 243, 247—252, 255, 256, 258—263, 270 (zus. 
123). ; 

30. Phlyctochytrium synchytrii Koehler. Agypten: 1, 3—5, 8—10, 12, 13, 15, 17, 21, 22, 
27, 30, 33, 37. NW-Afr.: 48, 53, 54, 70, 71, 73. Aequat.-O-Afr.: 121, 122, 135, 143, 152. S-Afr.: 157 bis 
160, 185, 187, 189, 190, 193, 208, 229, 236, 243, 244, 248, 259, 264, 265, 279, 281 (aus. 48). 

31. Phlyctochytrium bisporum Couch. Agypten: 6, 8, 13, 29, 80, 82, 165, 171, 174, 175, 177, 
192, 193, 208, 231, 243, 244, 250, 256, 258, 262—264, 271, 272 (zus. 25). 

32. Phlyctochytrium n. sp. B 45 I. Nicht gefunden. 

33. Phlyctochytrium n. sp. Alg. 3. Agypten: 37. NW-Afr.: 38—41, 49, 50, 54, 56, 58, 60, 61, 
63, 64, 67, 70, 71, 73, 76, 80, 82, 83. W-Afr.: 85—87, 93, 99, 100, 107, 108, 112, 118, 123—125, 128, 
142, 143, 146, 149, 150. S-Afr.: 174179, 181—183, 185—187, 189, 190, 192, 195, 197, 204, 223, 224, 
229, 236, 245, 250, 251, 264, 265, 272, 274, 279, 281, 286 (zus. 73). 

34. Phlyctochytrium nu. sp. SV 43. Agypten: 7. S-Afr.: 188, 195, 196, 237, 249, 265 (zus. 7). 

35. Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt Agypten: 6, 7, 21, 29. NW-Afr.: 38, 41, 54, 61, 77. 
A quat.-O-Afr.: 123, 128, 139, 140, 144, 149. S-Afr.: 161, 162, 173, 174, 176, 178, 181, 186, 188, 193, 
208, 239, 243, 248, 250, 254, 256, 258, 260—266, 269, 270, 272 (aus. 43). 

36. Phlyctochytrium sp. (a). W-Afr.: 105, 108, 111—113, 116. Aquat.-O-Afr.: 127, 130, 135, 
141, 149. S-Afr.: 170, 172, 173, 182, 186, 206, 208, 213, 230, 234, 289—241, 244, 252, 257, 258, 263, 
270, 277, 278, 286 (zus. 33). 

87. Phlyctochytrium sp. (b). W-Afr.: 97. S-Afr.: 209, 232, 241, 281 (zus. 5). 

88. Phlyctochytrium sp. (c). S-Afr.: 182, 183, 204, 213 (zus. 4). 

89. Phlyctochytrium sp. (d). NW-Afr.: 46, 52 (zus. 2). 
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40. Phlyctochytrium sp. (e). NW-Afr.: 82. 

41. Phlyctochytrium sp. (f). NW-Afr.: 77. 

42. Phlyctochytrium unbestimmbar. Agypten: 1, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 16, 19, 21—27, 30, 32, 36, 
37. NW-Afr.: 39, 44, 48, 77, 79, 80, 81, 83. W-Afr.: 97, 10 - 
O-Afr.: 121, 122, 124—128, 131, 133, 135, 139—146, 148, 149, 153, 154. S-Afr.: 157, 158, 161171 ty 
173—175, 177—180, 182, 186, 189, 191, 193—196, 198, 199, 200—203, 207—209, 212—214, 217, 219 
220—224, 227, 230, 232, 233, 237—241, 243, 244, 246—248, 255, 256, 259, 260, 262, 265, 269, 271, 
273—276, 282 (zus. 137). 

43. Karlingia rosea Johanson. Agypten: 1, 3, 4, 6—14, 17—21, 25, 26, 29—34, 36. NW-Afr. 
88, 46, 49, 50, 51, 52, 56—58, 60—64, 66, 68—71, 73—78, 82, 83. W-Afr.: 87, 88, 93—100, 102—116) 
Aquat.-O-Afr.: 121—128, 130—132, 134—155. S-Afr.: 157—161, 163—168, 170—178, 180—183, 
185—199, 201—204, 206—210, 216—221, 223227, 229, 230, 232—235, 237, 239, 241, 243, 245—254) 
256—276, 279—285 (zus. 217). . 

44. Karlingia granulata Karling. Agypten: 29. W-Afr.: 86, 99. Aquat.-O-Afr,: 123, 125, 126, 
130. S-Afr.: 201, 237 (zus. 9). 

45. Rhizophlyctis Petersenii Sparrow. Agypten: 10, 11. Aquat.-O-Afr.: 132, 138, 142, 153 
S-Afr.: 162, 202, 218, 261 (zus. 10). 

46. Rhizophlyctis mastigotrichis Fischer. S-Afr.: 251. 

47. Chytriomyces hyalinus Karling. NW-Afr.: 39. S-Afr.: 263 (zus. 2). 

48. Entophlyctis sp. W-Afr.: 112. 

49. Phlyctorhiza variabilis Karling. Agypten: 8. NW-Afr.: 38, 40, 51, 57, 61, 64, 66, 68, 70 
75—77, 79, 81, 83. W-Afr.: 96, 98, 99, 102, 104, 106, 108, 110, 114. Aquat.-O-Afr.: 124, 139, 144 
S-Afr.: 168, 173—177, 180, 189, 208, 204, 206, 223, 224, 226, 228, 262, 276 (aus. 46). 

50. Cladochytrium tennue Nowakowski. Agypten: 6. 

51. Chytridium sp. Agypten: 16. Aquat.-O-Afr.:151 (zus. 2). 

52. Nowakowskiella elegans Schriter. Agypten: 6, 9, 18, 17, 21, 27, 33. Aquat.-O-Afr.: 12 
135. S-Afr.: 177, 189, 198, 211, 217, 219, 251, 260 (zus. 17). 

53. Nowakowskiella ramosa Butler. Agypten: 34. S-Afr.: 191 (zus. 2). q 

54. Allomyces arbuscula Butler. W-Afr.: 97, 107. Aquat.-O-Afr.: 133, 145, 150. S-Afr.: 161, 
167, 180, 188, 219, 230, 236 (zus. 12). 

55. Allomyces sp. W-Afr.: 104, 114. Aquat.-O-Afr.: 121, 128. S=Afr.: 158, 179, 256 (aus. 7). 

56. Rhizidiomyces apophysatus Zopf. NW-Afr.: 76. W-Afr.: 113, Aquat.-O-Afr.; 124. S-Afr.; 
169, 189, 191, 238, 235, 254, 257, 261, 280 (zus. 12). 

57. Pythiomorpha sp. S-Afr.: 215. 

58. Sorodiscus Cokeri Goldie-Smith. Agypten: 19. W-Afr.: 104 (zus. 2). 

59. Olpidiopsis gracile (Butler) Karling. Aquat.-O-Afr.: 153. 

60. Pseudolpidium sp. S-Afr.: 162. 

61. Lagenidium pygmaeum. Agypten: 1, 32. S-Afr.: 167 (zus. 3). 

62. Lagenidium humanum Karling. NW-Afr.: 54. 

63. Pythiogeton utriforme von Minden. S8-Afr.: 232. 

64. keratophile Saprolegniacee'. Agypten: 29. NW-Afr.: 70. W-Afr.: 96, 97, 107. Aquat.- 4 
ae : 126, 131, 141, 148, 149. S-Afr.: 162, 167, 174, 180, 208, 226, 231, 235, 238, 261, 266, 271, 272 

zus. 23). 
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Aus der vorstehenden Zusammenstellung lassen sich einstweilen noch 
keine sehr weitgehenden Folgerungen iiber Einzelheiten ziehen, dafiir si 
die Schwankungen in den Befunden noch zu gro8. Einige Beispiele mége 
das erliutern. In Tab. 3 sind die Pilzfunde einiger agyptischer Stand 
orte ausgewahlt. Die Schwankungen in der Anzahl der Arten an Ent- 
nahmestellen mit ahnlichen Bedingungen ist tiberraschend gro. So 
wurden in den Blumenbeeten Nr. 24 und 5 nur 2 bzw. 3 Arten gefunden; 
im Blumenbeet Nr. 10 kamen hingegen 7 und im Rasen Nr. 21 sogar 
10 Arten vor. Auch bei den Nutzpflanzenflachen Nr. 27, 28 und 34 
schwankte die Zahl der Pilzarten zwischen 3 und 10. In den Wiistenbider 
war bei Nr. 20 und 14 zwar die erwartete geringe Zahl von Pilzen vor: 
handen (1 und 2), in dem ebenfalls fiir das Auge vegetationslosen Wiisten: 
boden Nr. 32 fanden sich dagegen genau soviel Arten wie im Parkrasen unc 


* AuBerdem wurden noch 18 Saprolegniaceen ermittelt, bei denen aber auf die niihere Bestia 
verzichtet wurde. 
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Zwiebelbeet, nimlich 10. Uber die Ursachen solcher Verschiedenheiten 
laBt sich nichts Sicheres angeben. 


Neben den oben schon gelegentlich gegebenen Hinweisen kommt auch noch in 
Betracht, da8 die Proben von dritten Personen gesammelt worden sind; man kann 
also nicht wissen, ob die Standorte nicht kleine, dem Sammler nicht bewuBt ge- 
wordene, auf jeden Fall aber von ihm nicht notierte, fiir das Pilzwachstum aber 
wesentliche Unterschiede aufgewiesen haben. Die RernBouprsche Arbeit (1951) hat 
Ja gezeigt, in welcher Richtung die Méglichkeiten dazu unter anderem liegen kénnten. 
Méglich ist aber auch, daB keine solche dem Sammler entgangene Verschiedenheiten 
bestanden haben und da8 die Ursachen anderer, noch ginzlich unbekannter Art 
sind. Nur aus sehr groSen Untersuchungszahlen lassen sich also sichere Schliisse 
ziehen. 


Tabelle 3. Pilzfunde einiger dgyptischer Standorte. 


Pilz Nr. = 

Standort § 

6 8 912131617 20 22 23 29 30 35 42 48 44 45 47 52 61 & 

5 Bewassertes Blumenbeet | t+ + | 3 
10 % » A aia Rictvia atl oe mic Hf 
24 9° > . ae se 2 
21 i Parkrasen — 4 +4+++44 + 10 
MBER TSEC et ice sain 's aa a 2 
PN PM © cenit sh os ae 1 
0 eS ee ar Arse sl Ao siete ae) ae | ake 
27 Baumwollfeld. . ... ++ + +4+ 4 — + U 
28 Melonenfeld. ..... = -- a5 3 
o4Zwiebelbeet ..... +++ ++ 4+ + ++ a 10 
He AU AS at eee Pe ot Le Det a hates Wp if a Pes al iss 


Die Zahl der Pilze je Probe schwankte zwischen 0 und 14. Zu den pilz- 
armen Standorten gehéren 12 von den 287 Proben, wobei 3 von ihnen 
vollig frei von jeglichen Pilzen iiberhaupt waren [2 sehr stark salzhaltige 
Béden aus dem Chott Hodna in Marokko (Nr. 43 und 45) und einer aus 
der Wellenschlagzone am Meeresstrand bei Dakar (Nr. 100)]; die anderen 
9 hatten zwar hohere Pilze, aber keine niederen. 4 von den letzteren 
stammten aus bestimmten Schichten eines Termitenhtigels (Nr. 89, 90, 
91 und 92), 2 von salzigen Standorten [Chott Hodna (Nr. 47) und aus- 
trocknender Mangroveboden (Nr. 205)] und 2 von stark verunreinigten 
Stellen [Nagerunrat (Nr. 242) und mit Ziegen- und Schafkot verunrei- 
nigte Erdansammlung in einer Felsnische (Nr. 287)]. Ks sind also augen- 
scheinlich nur sehr stark salzige und verunreinigte Ortlichkeiten, an 
denen sich die niederen Bodenpilze nicht halten kénnen?. 


1) Jedoch kénnen selbst an solchen Stellen ziemlich zahlreiche Arten vor- 
kommen; so wurden in Boden mit Klippschlieferkot (Nr. 929) 6 Arten gefunden 
(6, 12, 29, 30. 33, 43). 
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Tabelle 4. Standorte mit sehr we: ig e 


s S Standorte peta sci RS — 
| a 6 7 8 (9 10 11:12 18:14 Toe 
2 Grabenuter 4). eae + 
DO Wiiste os eee is ieee 
23 | Oleander bei Hotel | 
Ao (ChOvG ae age ee tos | 
52 Bide pr miei cet 2 1h, eye vaMS | 
65 | Trockenes FluBbett . + 
78 | Vorwiiste, Steppe. . . 
81 Fy, Graben... . 
88 | Termitenhiigel ..... 
284 | unbewachsener Boden . . 7 
pad Kiedwitste. : tee + | 
18 | Blumenbeet ...... + 
24 5 ae a Re | 
35 | neben Wasserstelle + | 
55 | Salzsteppe..: . =... | + 
67 | Cedernwald:_...3, .) s-.5- 
69 | trockenes Gras .... . = 
94 Termitenhiigel ..... , 
117 | Urwaldmulm. ..... + | 
152 | Waldesschatten. . .. . 
166y Wald exes. Se ere ate 
184-\" BlnBuater’ 29 cas + 
210 | Waldmodder...... + 
277 | Viehweideyac: #4) 6 + 
278 | Buschin Steppe ... . + 
285 | Grasfresserkot ..... + 
21:| Parkrasen aoe, Free ale aie 
2) Wiste teat. eee ae Ser oF ei 
34 | Zwiebelbeet ...... aot aie a 
123 | Papayabaum...... oo ota 
126 | /Maisfeldyx. =a ken: ++ ++ : 
128. |e Garbene ithe «ieee one rr Ss is 
153 |) Wald? rp se0er ers oie ae -e + ++ 
167, |, sonniper Piadit Giese nes. + + ? + ] 
173 | Gummibéume ..... + + + + 
180.4, Aken! <3 RUsewey UK Aue ef ao | 
208 | FluBgebiisch ..... . + + | 
256 \“Odlarid a" fee 
6 | neben undichterWasserltg, 
108 | alte Pflanzen. ..... 
124 | StraBengraben .... . 
135 | Gartenbeet. ...... 
243 | Viehweg.. .......4 
251 | offene Flache. ..... 
174 | Ufer, schattig, feucht . ._ 
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ud sehr vielen niederen Phycomyceten. 
$e 
phidium Hib Ne Phiyctochytrium 
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Nicht ganz so eindeutig zusammengehérig sind die 10 Fundstellen mit” 
nur einer einzigen Art niederer Phycomyceten (Tab. 4). Die weit tiber- 
wiegende Zahl von ihnen gehért zu extremen Standorten (Chott, Wiiste, 
Vorwiiste, Termitenhiigel), es ist aber auch ein Grabenufer (Nr. 2), em 
Bewasserungsgraben (Nr. 81), ein unbewachsener Steppenboden (Nr. 284) 
und sogar der Boden unter Oleandergebiisch in einem Hotelgarten (Nr. 23) 
mit dabei. Bei den Boden mit 2 niederen Arten la8t sich dann schon tiber-— 
haupt keine Regel mehr erkennen; die 16 hierher geh6renden Proben 
(Tab. 4) stammen aus Wiiste, Steppe, Viehweide, FluBufer, Blumenbeet 
Cedernwald, Urwald usw. 


Ebenso wenig 148t sich ein ganz bestimmter Charakter fiir die Stand- 
orte mit groBer Artenzahl angeben. Immerhin stammt die weit tiber- 
wiegende Zahl der 20 Béden mit 10—14 niederen Pilzen aus Kulturland, 
Waldboden und feuchten Ortlichkeiten; aber auch Erde von offener 
Flache (Nr. 251), von einem sonnigen Pfad (Nr. 167) und sogar aus der 
vegetationslosen Wiiste (Nr. 21) waren pilzreich. Das Maximum mit 13° 
bzw. 14 Arten stammt von einem feuchten, schattigen Standort a 
Crocodile River in Transvaal (Nr. 74) und aus feuchter, beschatteter 
Erde unter Gebiisch bei Stellenbosch im Kapland (Nr. 260). 


Kine bestimmte Regel iiber die Gruppierung der Arten an oon 
und pilzarmen Standorten 148t sich in Tab. 4 kaum erkennen. Es ist 
offenbar nicht so, da& an den pilzarmen Standorten nur die allgemein, 
verbreiteten Arten vorkimen und die selteneren sich nur in den pilz-_ 
reichen Béden finden. So kommt der in den 45 Béden der Tab. 4 im 
ganzen nur viermal und in den gesamten 287 Béden nur neunmal auf. 
tretende Pilz Nr. 44 (Karlingia granulata) auch in der Gruppe der Boden. 
mit nur einer einzigen niederen Art vor; ahnlich ist es mit Nr. 36 [ Phlycto- 
chytrium sp. (a)], die im ganzen in der Tab. 4 sechsmal vorhanden ist und | 
trotzdem in der Ein-Pilz-Gruppe auftritt. Nr. 9 (Rocella irregularis), im, 
der Tabelle dreimal, in der Gesamtheit der Boden nur sechsmal vor-. 
handen, findet sich zwar nicht in der Gruppe mit nur einem, aber doch ini 
der Zwei-Pilz-Gruppe. Andererseits fehlen relativ hiufige Arten, z. B., 
Nr. 12 und 8 (Rhizophidium subangulosum und Olpidiwm sp.) sogar in deni 
Zwei-Pilz-Béden! 


Fiihrt man die in Tab. 4 fiir einen Teil der Erdproben gemachte Auf-- 
stellung fiir simtliche 287 Boden durch, so findet man, daB auch nicht: 


2 der Proben den gleichen Pilzbestand haben, sondern sie unterscheidem 
sich alle voneinander! 


Auch diese Betrachtungsweise zeigt, daB sichere Schliisse erst beii 
weiterer starker Vermehrung der Untersuchungen gezogen werden kénnen.. 
Das vorliegende Material stellt also nur einen ersten Beitrag fiir derartige: 
Studien dar. 
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4. Verteilung an ékologisch verschiedenen Standorten. 
a) Anzahl der Arten. 


In Tab. 5 ist eine 6kologische Gruppierung der Standorte versucht. Ihr 
Pilzgehalt ist in % der untersuchten Proben angegeben, soweit wenigstens 
5 Proben des betreffenden Standortes vorlagen; waren es weniger, ist das 
Pilzvorkommen durch ein + gekennzeichnet. 


Die ersten 17 Standorte kénnen als einigerma8en natiirlich und vom 
Menschen wenig beeinfluBt gelten. Von ihnen wies der ,,Tropische und 
subtropische Regenwald‘, zu dem 17 der Erdproben gehéren (Nr. 1 der 
Tabelle), mit 27 Arten die gréBte Artenfiille auf. Die unter ,,FluBufer, 
Bachrand, Grabenrand, Teichrand“ zusammengefaBten Standorte 
(Nr. 13) und die Buschsteppe mit dem Karroobusch (Nr. 5 und 6) waren 
mit 25 bzw. 24 Arten fast ebenso phycomycetenreich. Daran schlieBen 
sich ,,Meeresstrand und Strandnahe“ (Nr. 12) mit 23 Arten und 
,» Busch und Savanne“ (Nr. 4 und 7) mit 21 Arten. In weiterem Abstand 
stehen dann der Hartlaubwald (Nr. 3) mit 16 und die Steppe (Nr. 9) mit 
15 Vorkommen. AnschlieBend folgen die ,,Wiiste (Nr. 10) mit immerhin 
noch 12 und die ,,Salzwiiste‘ (Chotts, Nr. 11) mit 11 Arten. Gleiche 
Haufigkeit haben die Rander der Quellen (Nr. 14) aufzuweisen und miissen 
dementsprechend als arm an Arten bezeichnet werden, obwohl hier 
frisches Wasser und allgemeine Feuchtigkeit fiir die niederen Pilze in 
ausreichendem Ma8e vorhanden sind. 

Sieht man fiir die Beurteilung der vom Menschen starker beeinfluBten 
Gebiete von dem unter ,,Kulturland“ (Nr. 26ff) zusammengefaBten sehr 
heterogenen Material ab, das 33 verschiedene Arten aufwies, so stehen 
,, Garten und Parks“ (Nr. 18) an erster Stelle mit 31 Arten und noch tiber 
dem Regenwald (Nr. 1). Es folgen das beweidete Grasland (Nr. 25) mit 
24 verschiedenen Pilzen, ,,StraBen, StraBengraiben, Wege, Hohlweg, 
Dorfplatz‘‘ (Nr. 20) mit der unerwartet hohen Zahl von 23 Arten, die 
Obstpflanzungen (Nr. 26) mit 20 und die Gerstenfelder (Nr. 37) mit nur 
15 niederen Arten. Hingegen stellen ,,Mistbéden und Mist“ (Nr. 21) mit 
nur 12 verschiedenen Arten offenbar ein recht schlechtes Substrat dar. 
Unerwartet niedrig war auch das Vorkommen in den Termitenhiigeln 
(Nr. 47) mit nur 12 Arten; wir kommen unten noch darauf zuriick. 

Am starksten waren tiberall die septierten Hyphen der héheren Pilze 
(60—100%) vertreten (Tab. 5 und Abb. 5). Unbestimmbare unseptierte 
Hyphen (siehe FuBnote 1, S. 8) waren tiberall weniger vorhanden, und 
noch geringer war die Zahl der Mucorineen; im groBen ganzen wurden zwei- 
bis dreimal mehr héhere Pilze als Mucorineen gefunden. Natiirlich hing 
das Verhiltnis dieser drei Komponenten von einander teilweise deutlich 
vom Standort ab; so war z. B. in der Wiiste die Zahl der unseptierten 
Hyphen besonders gering, weil ihre Mehrzahl wohl an Wasser gebunden ist. 
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In Abb. 5 ist fiir einen Teil der Pilze und einen Teil der Standorte das 
Vorkommen graphisch dargestellt. Die schwarze Saule bedeutet das” 
Vorkommen in den gesamten afrikanischen Bodenproben; daran schlieBt 
in der oberen Reihe der Figur das Vorkommen im Regenwald (weife 


Tabelle 5. Vorkommen der # 
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Saule), in der Buschsteppe (quer gestrichelt) und im Kulturland (locker 
nach rechts oben schraffiert). In der unteren Reihe sind enthalten: das 
Vorkommen in unbeweidetem und beweidetem Grasland (locker nach 
rechts unten schraffiert bzw. grob punktiert), auf und an StraBen (breit 


Okologischen Standorten in Afrika. 
uchten Erdproben; + besagt, da8 der Pilz in der Probe angetroffen wurde. 
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nach links unten gestrichelt) und in der Wiiste (nach rechts unten ge-— 


strichelt). 


Die schon oben festgestellte Tatsache, daB manche der uns vor allem 
interessierenden niederen Phycomyceten hiufig und andere selten sind, 
ergibt sich auf einen Blick auch aus der Abbildung. Hier zeigt sich nun aber 


Tropischer und subtropischer Regenwald ....... 
Nadelwald (Kiefer und Ceder) ...........-. 
PAGFCIBTISTALUL 2 Soe ey os oie oui eee 
Ce OS Ee ne, ee ie A ers aed ores. Rett 
mussh- scope: “see Go 5. Sk ee sa ee Se 
Marroo-Busch 4. 5 3 a eda 6 Glad ee ee is 
Havarnne< ..... (Ate Mees se ciciciew okt ge Sele eee 

Grasland, unbeweidet, Rasenflichen. ......... 


CONawvrwnwr 


PUR WSLO tuk. KAS. 6 ve te oe nye ee ces ae 
12 Meeresstrand und Strandniihe (bis50m) ....... 
13 FluBufer, Bachrand, Grabenrand, Teichrand..... . 


Hi. SAAN OTOMEDOUEN! Ms 285. a. ‘nha ns, eh meas SU eet iae e 
AT SEEN ES 1 Py eae ee aa erie os Ae iene Clnrn Ay cn fone 
18 Giarten und Parks, Bot. Garten’. ... . - » 2 vw whk« » 
19 Zoologischer Garten ........ 
20 StraBen, StraBengriben, Wege, Hohlwege, Dorfplatz . . 
Pi MIStHONGH MUISG Me 2... es, she a um a tne Soa eas 
Bo KC GnMGNtHAMANie... 5.» cdiie site hs) ob tees Gp ae. ieee 
DB SIBERIA RE <5 cla, bw fa idle. oa. ue ce ais Gee ere 
24 Organisch reiche Boden 
ao iGrasisndbewelges 2). von... Gls. ae Gee ee Ue 
26 Kulturland: Obstpflanzung, Wein, Feigen,Olbaum, Mandel 


27 Katrepilanzung sb. iss oe ee Ween 
28 Bananenpiianzung’. =). sis .. seeue o 
29 Manihotpflanzung (Kassave) ....... 
30 MirdnuRiold is: <3. cey ade ap eneee S 
31 Baumyollfeld :).0.7. ae es Avie pee ee ae 
32 ALOK OXEODICOUG: 355 6) 51x bao eae ee 
33 Molonenfeld 7... 55 seu & aus eee 
34 HobMenteld | F 3* js, ctw, bea ae ee 
35 MMAReSCI fs coh sles. MAL a ee ee 
36 preizenfeld | | Mrs, succld, to cee ie Ree 
37 Gerstenfeld > 0 foot tc ko ee 
38 Warinftoitelds .° :\ "5. .<s) a ee eee 
39 Gemiisegarten: Zwiebelbeet. ....... 
40 Blumenbeeb: «|. <6 2 
41 IBOOLO ©. see. ss Te aoe 
42 Brachland 


A TA S50. me 8 Ws ih ce eke) So Oe eure 


43 Termitenhiigel 
44 Ameisenboden 
45 Hohleneingang 
46 Brandstelle 


Oe ee ah 


48 Kulturland (Durchschnitt) 
49 Afrika (Durchschnitt) 


© 90 a > 0s tum be 2) lon ee 


a a a a A es | 


=| 
he 
g|s 
a | 3 
| 4 
a] < 
bse || 
oiaa io} 
4/4 
N | N 
17| 85) 
3| 15 
5| 25 
11| 55 
14| 70 
7| 36 
7| 85 
15| 84 
10| 52 
-7| 85 
10| 75 
10| 51 
18} 95 
5| 25 
sll apets 
3| 15 
8) 15 
28| 148 
3| 15 
18} 98 
8] 40 
Te a5 
1] 5 
2) 10 
10| 48 
Bi aaa 
Sis 
Ul, 
2| 10 
A a5 
th ® 
ty ary 
a) a 
2) 10 
2) 10 
sWemeas 
5| 25 
2) 10 
Ly 6 
2| 10 
8| 15 
S|, 15 
13] 78 
ct) Ses 
i) 
Tie as 
= 78 
195 
287 1494 


Te bi 
Phlyctochytrium 
_— 
zg 
| 2 
S| 3 
2 | 
o q a Ss oS = iy Fi 
&|e)2 (cio Sie 
ee cet | et a) ee 
34 | 35 | 36 37 | 38 39 | 40 | 
6| 12| 6 
60| 20 
9| 27 
7) 24 7 
14) 14] 14 14 
14 
47| 13 6 
10 
10 10 
20| 10| 10 
17 6 
20| 20 t 
+ 
+ 
4| 32] 18] 4 
+/+ 
6| 11/44 
25 
+ 
10] 20} 20] 10 
25| 18 
+ j 
! 
\ 
20 
+ 4 
+ 
8 P 
+ 
18) a7 7 ] 
| 18] 12 r 
2} 15] 12| 2] 1] 0,7] 0,4] € 


Uber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten in Afrika, Schweden usw. 31 


noch weiter, daB es keinen Fall gibt, in dem ein Pilz an einem der Stand- 
orte zu 100% oder ahnlicher Haufigkeit vorkommt und an allen tibrigen 
fehlte. Die hiufigen Arten sind also in allen Biotypen vorhanden. Bei den 
selteneren gibt es dagegen mehrere Fille, daB eine Art, die in einer oder 
emer Anzahl von Proben gefunden wurde, in einer Anzahl anderer fehlt 
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(Nr. 15 Rhizophidium sphaerocarpum, Nr. 34 Phlyctochytriwum SV 43, 

Nr. 44 Karlingia granulata und andere mehr); hier darf aber wohl 
mit der Méglichkeit gerechnet werden, daf sie bei weiterem Suchen auch 
noch an den Standorten gefunden werden, an denen sie bisher nur noch 
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Abb. 5. Pilzgehalt in einem Teil der dkologischen Formationen. 


nicht entdeckt worden sind. Am auffalligsten ist dieses lokale Fehlen wohll 
bei Olpidium sp. Nr. 8, das im Busch und in der Wiiste (Tab. 4) mit dem: 
hohen Satz von 45 bzw. 43% vorkommt, im Regenwald, Nadelwald, Hart- 
laubwald, Grasland und FluBufern aber tiberhaupt nicht gefunden wurde; 
da8 hier die Unvollkommenheit unserer Kenntnisse allein maBgeblich sei, 
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ist wohl unwahrscheinlich, sondern hier scheinen doch wohl Anpassungen 
an bestimmte Bedingungen vorzuliegen. Besonders deutlich wird letzteres 
bei Karlingia rosea. Dieser Ubiquist, der ganz offensichtlich an trockene 
Standorte angepaBt ist, soda8 er inder Wiiste sogar in 100°% der Erdproben 
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100% = Vorkommen in sémtlichen Erdproben der betreffenden Formation. 


auftrat, und dessen Vorkommen sich allgemein zwischen 50 und 100% 
bewegte, fehlte giinzlich in den unter Flu8ufern, Grabenrand, Bachrand 
und Teichrand zusammengefaBten Standorten, in dem Hochmoor, im 
Kehrichthaufen, inder Bananenpflanzung und im Baumwoll- und Melonen- 
feld und zeigte allgemein geringe Hiufigkeit an feuchten Standorten. 
~~ Archiv £. Mikrobiologie, Bd. 21. 3 
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Einer kurzen Sondererérterung bediirfen die unter Mistbéden und Mist_ 
zusammengefaBten Proben sowie die Termitenhiigel. 


Unerwarteterweise konnten aus den Mistbéden, d.h. solchen, die durch dicke 
Lagen tierischer Exkremente ausgezeichnet waren, und aus dem Mist verschiedene 
kleiner Nager noch 12 Pilze isoliert werden, wobei dahingestellt bleiben muB, ob die” 
Dauerorgane dieser Pilze mit dem anhaftenden Staub dorthin gelangten und erst 
beim Ansatz im Laboratorium zur Entwicklung kamen, oder ob sie zur typischen 
Flora gehéren. Die héheren Pilze waren hier mit 88%, die Pythien mit 75% vertreten, 
wahrend die koprophilen Mucorineen seltsamerweise nicht angetroffen wurden. Von 
den 12 gefundenen niederen Arten zeigten Karlingia rosea, Olpidium pendulum und 
unbestimmbare Phlyctochytrien gréBere Haufigkeit, so dai dieselben wohl als” 
stindige Begleiter gelten mégen. Immerhin ist es verwunderlich, da8 die allgemei 
sehr empfindlichen niederen Phycomyceten, die man kiinstlich nur unter genauester 
Einhaltung bestimmter Bedingungen kultivieren kann, in der Natur in einem so_ 
undefinierten Substrat anzutreffen sind. | 

Unter den Materialproben aus Termitenhtigeln befanden sich 8, die einem 
systematischen Lingsschnitt durch einen solchen Haufen folgten. 


In allen 8 Proben waren hdhere Pilze vorhanden; sie werden also als Commen- 
salen durch die Termiten nicht besonders bekaimpft. Fiinf der Proben enthielten’ 


In drei Proben kamen Mucorineen vor, namlich in der auBeren sehr harten Schicht, 
in der darunterliegenden weicheren Schicht und in der Lamellenschicht, die 
von den sehr jungen Termiten bewohnt wird. AuBer in der auBersten sehr harten” 
Schicht und der darunterliegenden inneren weicheren waren iiberall unseptie 


auf die weichere zweite Schicht, wahrend unbestimmbare Rhizophidien aus der 
auBeren sehr harten Schicht, aus der weicheren Schicht und aus den Gewélben, in 
denen die gefliigelten Termiten leben, isoliert werden konnten. Phlyctochytrium 
n. sp. Alg. 3 zeigte die gleiche Verteilung wie die unbestimmbaren Rhizophidien, 
wodurch augenscheinlich wird, daB im Termitenbau fiir diese systematisch nahe 
verwandten Gruppen gleiche Bedingungen zu bestehen scheinen. Karlingia rosea 
trat in der 4uBeren sehr harten Schicht, in der darunterliegenden weicheren, bei den 
schwarzen Ameisen und in den Gewdlben der gefliigelten Termiten auf; Karlingia 
granulata nur in der zweiten Schicht. Unerwartet ist, daB aus dem sicherlich mit 
Chitinresten verschiedenster Herkunft durchsetzten Material eines solchen Insekten: ] 
staates weder chitinophile noch keratinophile Pilze isoliert werden konnten, Fe | 
ferner das Material der Kéniginnenzelle so fein durchgearbeitet war, daB septis 
Hyphen darin nur wenige Male nachgewiesen werden konnten. Vielleicht sind die 
chitinophilen und keratinophilen Pilze als gefiirchtete Feinde strengstens ausge 
schaltet? 

Unter Hinzurechnung der itibrigen, wesentlich ungenauer von der Oberflach 
anderer Hiigel entnommenen Proben traten in diesem Biotop noch Rhizophidium 
sphaerotheca, Rhizophidium subangulosum, Rhizophidium carpophilum, Rhizo- 
phidium sp. (1), Rhizophidium sp. (2) und Phlyctochytriwm sp. (a) auf. Doch wurden 
diese Proben meist wohl vom FuBe des Hiigels entnommen, wo sich offenbar der 
umgebende Erdboden schon sehr stark bemerkbar macht. ; 


Wenn auch diese Untersuchungen an dem Termitenhiigel nur als erster. 


Uberblick zu werten sind, da der Befund eines Hiigels noch nichts End- 
giiltiges tiber die Pilzflora dieses Insektenstaates aussagen kann, so zeigen 


Ren, “Ry. Creosote 
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sie doch, da8 hier noch ein weites Feld fiir weitere Untersuchungen vor- 
liegt. Vor allem wire wohl interessant zu verfolgen, wie sich die Pilzflora 
eines solchen Hiigels im Verlaufe seines Alterns iindert. Es wire denk- 
bar, daB dieser Proze8 erst mit dem Eindringen der chitinophilen Pilze 
einsetzt. 


b) Haufigkeit der Arten. 


Als gut brauchbaren MaBstab fiir die Haufigkeit des Auftretens der 
Pilze hat SOrexEt (1942) die Pilzhaufigkeit als den Quotienten 


Zahl der Pilzfunde 
Zahl der Koderansatze 


eingefiihrt. In Tab. 6 sind die einzelnen Biotope mit mindestens 25 An- 
satzen nach der Zahl aller Pilzfunde geordnet, in Tab. 7 nach der Zahl der 
niederen Phycomyceten je Ansatz. 


Tabelle 6. Standorte mit mindestens 5 Erdproben, geordnet nach der Zahl der gesamten 
vorkommenden Pilze je Ansatz (Pilzhdufigkeit). 


Pilze je Ansatz 

niedere | Zahl Zahl 

Standort ri und der der. 

aie seltene | Ansitze| Arten 

aupt Phyco- 
myceten 
USE Re gh eee re ne a 4,3 3,1 55 21 
SSE aE Ae a ae ee er eee oe 4,0 2,8 25 16 
Grasland unbeweidet, Rasenflachen . ...... 3,9 DA 84 23 
‘StraBen, StraBengraben, Wege, Hohlweg, Dorfplatz | 3,9 2,2 93 23 
STOO USCIUM ci) it YAP RS OEP Tice) Sed bat sels sate 3,8 2,8 36 24 
Seley EVEL GHONML Vii cous iran pce fo wh «Eas @ BE chine! We Napuel may aie 3,8 2,9 35 21 
Meeresstrand und Strandniahe ......... 3,8 2,7 51 23 
Bsr SLOP DC wag tier og Shen 6 gi us Lol aly iol ture 3,7 2,5 70 24 
Piimestimirite OLle voc... et tse eqs de ee hs 35 2,6 78 24 
Tropischer und subtropischer Regenwald ... . | 3,6 2,3 85 27 
FluBufer, Bachrand, Grabenrand, Teichrand . . . 3,6 2,4. 95 25 
Garten, Parks, Botanischer Garten ...... . 3,6 2,6 143 31 
Mraslancd beweldet, «<6 6ccrw = = ns aa paelan 3,6 2,5 48 24 
Kulturland-, Obst-, Wein-, Feigen-, Olbaum-, 

Mandelpianzungen = 2. «12 - 2 6's = & 3,6 2,6 41 20 
Sonelllese: See eis ee ere 3,4: 2,2 25 | 
ultunland: Gerstenfeld.. . .. «5% «1 «6» «=~ 3,3 2,4 25 15 
Biishbooen; Misth. So nuit a aus hs Wes MI be i i i 
ees Te TR eee! ee a at ey hes 2,7 1,9 35 12 
ermitennugels. . | ot e"s) es 4 5 2 os 2 8s 2,1 0,93 | 73 12 
SCHR TTEG ons wa eed sol lk > Wie cea 1,0 0,47 75 11 
Kulturland (Mittelwert) . 2... 2. + sees 3,7 2,6 | 195 33 
Afrika (Mittelwert baw. Gesamtzahl) ......- 3,43 | 2,31 |1494 57 


3* 
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rosea (Rhizophlyctis rosea) und den selteneren Formen und nimme 
Karlingia als Ausnahme aus der Betrachtung heraus. Nachdem sich mit" 
der Wiederentdeckung des Pinuspollens als Kéder durch Remy (1950) 


Natur in sehr groBer Haufigkeit vertreten sind und dies sich durch die 
vorliegenden Untersuchungen bestitigte, miissen die niederen Pilze in” 


Sd6reELs nicht ohne weiteres vergleichbar. 

Der Spalte ,,Pilze je Ansatz tiberhaupt‘‘ der Tab. 6 liegen die Werte fiir 
- alle Pilze, also einschlieBlich der Saprolegniaceen, der Mucorineen, der 
Pythien und der héheren Pilze zugrunde. Die unseptierten Hyphen wurden” 


Tabelle 7. Standorte mit mindestens 5 Erdproben, geordnet nach der Zahl der niederen 
Pilze je Ansatz (Pilzhdufigkeit). 


Niedere und 

seltene Zahl 

Standort Phyco- der 4 

myceten | Ansitze — 

je Ansatz 

Basch. ss 9:3 9 oR. eee See. = Shih 55 
Savanne «. ., seehaites Bs Sie ae ee 2,9 35 
Hartlaubwald® oa 2. sk Al hack, «ea As eee See 2,8 25 
Katroobusely 662%"... te kt ie ee ee 2,8 36 
Grasland unbeweidet,)... <s.as ba. Pe, Pee Dail 84 
Meeresstrand und Strandnihe ............ 2.7 51 
Garten und Parks, Botanischer Garten ........ 2,6 143 
Kulturland: Obstpflanzung, Wein, Feigen, Olbaum, Mandel 2,6 41 
Unbestimmte Orte™ 2°." 33 da eas eee eee 2,6 78 
Buseh-Steppes: 0...) A, See ee, ee 2,5 70 
Grasland' beweidet; ..| <-j27.<. ate ane? Fa eee ae 2,5 48 
FluBufer, Bachrand, Grabenrand, Teichrand ..... . 2,4 95 
Kulturland: Gerstenfeld. * Sam. wa caesar enn ee 2,4 25. 
Tropischer und subtropischer Regenwald ....... 2,3 85 
Steppes ses 20% 1) sae ik A eevee ee 2,2 52 
Quellen oo a: 47's: (4. ea ee 2.2 25 
StraBen, StraBengriben, Wege, Hohlweg, Dorfplatz . . . Py) 93 
LD i let ke ey a 1,9 35 

Mistboden;, Mist... ..... 2ewskelasiamad aii ae oe 1,8 40 

Tegmitenhiigel .. .-, 51's) <a 0,93 Fair 
Salzwiiste~. - 3. NS... eee as ee ee 0,47 75 
Kultorland: (Mittelwert) (.°<-:..% 2 une tee cee 2,6 | 195 
Afrika (Mittelwert bzw. Gesamtzahl) .......2.. 2,31 | 1194 


1 Ebenfalls nicht mitberiicksichtigt wurden jene pollenbefallenden Organismen, 
die sich nur als zu den Actinoplanes (Covcn 1949 u. 1950) gehérig bestimmen lieBen: 
Actinomyceten mit beweglichen Zoosporen. : 

; 
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die Standorte nach diesen geordnet. Im groBen und ganzen gesehen haben 
die Werte beider Tabellen Ahnlichkeit. An erster Stelle steht der Busch als 
eine Formation, die dem Pilzwachstum sehr giinstig ist, an letzter Stelle 
die Salzwiiste, in der sich nur sehr spezialisierte Organismen halten kénnen. 

Am hiaufigsten kommen die niederen Pilze in den als natiirlich zu 
wertenden Standorten Busch, Savanne, Hartlaubwald, Karroobusch, 
unbeweidetes Grasland sowie Meeresstrand und Strandnahe mit 3,1 bis 
2,7 Pilzen je Ansatz vor, wahrend die Garten und Parks sich erst daran 
anschlieBen. Die Existenzbedingungen fiir die niederen Pilze scheinen 
also an den natiirlichen Standorten besser zu sein als in den durch den 
Menschen veriinderten Biotopen. Die Zahlen der Pilzhiufigkeit gehen 
weiterhin gleitend ineinander iiber, bis dann bei dem Termitenhiigel und 
in der Salzwiiste durch gréfere Spriinge in der Pilzhaufigkeit sich geson- 
derte Verhaltnisse aufzeigen. Obwohl weitere Untersuchungen zweifellos 
noch ein genaueres Bild der Verteilung zeigen wiirden und sich dabei 
eventuell sogar die Stellung in der Reihe der einzelnen Biotope noch ver- 
andern wiirde, gibt Tab. 7 doch ein recht gutes Bild. Erstaunlich ist, daB 
zwei so unterschiedliche Biotope wie die unter ,, Quellen“‘ zusammengefaB- 
ten Proben und die an StraBen, StraBengraiben, Wegen und Hohlwegen, 
gesammelten gleiche Pilzhaufigkeit haben, namlich 2,2 Pilze je Ansatz, 
wihrend die Artenzahl bei den Quellen nur 11 niedere betragt, gegen 23 
bei den StraBen usw., also mehr als doppelt so viele. Den SchluB dieser 
Zusammenstellung bilden die Wiiste, die Termitenhiigel und die Salz- 
wiste. In Wiiste und Salzwiste ist unerwartet, da8 bei beiden tiberhaupt 
noch Pilze gefunden wurden, so da8 ihre Stellung am Ende der Reihe 
nicht weiter tiberrascht. Unerwartet und deshalb besonders interessant ist 
dagegen das geringe Vorkommen der niederen Pilze in den Termitenhiigeln. 
Hier herrschen ganz offensichtlich besondere durch diese Insekten ge- 
schaffene Bedingungen, die das Aufkommen der niederen Pilze erschwe- 
ren. Als besonderes Beispiel, wie sich das Pilzwachstum durch extreme 
aiuBere Faktoren verschiebt und damit die Reihenfolge der Biotope sich 
andert, sei auf ,,Mistbdden und Mist‘‘ hingewiesen. Wahrend der Gesamt- 
bestand der Pilze noch bei 3,2 Pilze je Ansatz liegt, so daB dieses Biotopen 
noch vor Steppe und Wiiste rangiert (Tab. 6), ist die Hiufigkeit der 
niederen Pilze mit nur 1,8 Pilz je Ansatz (Tab. 7) geringer als in Steppe 
und Wiiste. 


5. HinfluB des pu-Wertes des Bodens. 


Bei vorsichtiger Beurteilung des gesamten Materials — eine statistische Siche- 
rung la8t sich fiir die einzelnen Kurven nicht durchfiihren, dazu ist die Anzahl der 
auf die einzelnen Gruppen entfallenden Untersuchungen zu gering — zeigt sich eine 
gewisse Haufung einzelner Pilze in bestimmten pa-Bereichen, wihrend an anderen 
Stellen wiederum Minima in der Verteilung liegen. Karlingia rosea (Abb. 6) wurde am 
haufigsten bei py 5,5—6 gefunden, und auch Rhizophidium sphaerotheca scheint in 
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diesem Bereich am meisten vorzukommen (wobei allerdings die Zunahme der Haufig: 
keit im alkalischen Bereich unverstandlich bleibt). Bei den anderen 3 in der Abbildung” 
dargestelltenKurven scheint das Maximum auf der alkalischen Seite zu liegen'. Bei 
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Abb. 6. Auftreten einiger Phycomycetenarten in Béden 
mit verschiedenen py-Werten. 

o—o Karlingia rosea, x —-— x Rhizophidium carpophilum, 

°——— eOlpidiumsp., A----A Phlyctochytrium synchytrit. 


den iibrigen Pilzen zeigten sich 
sehr starke UnregelmaBigkeiten 
in der Beziehung zum py- Wert, — 
so daB sich fiir diese noch we- 
niger bindende Schliisse ziehen 
lassen. Dadurch wird natiirlich. 
auch die Zuverlassigkeit fiir die 
in der Abbildung dargestellten 
4 Arten noch unsicherer. Man 
darf aber wohl folgern, 
offenbar nicht der px-We 
allein ausschlaggebend ist, son- 
dern daB fiir die Entwicklung 
auch noch zahlreiche ae 
Faktoren eine Rolle spielen, — 
die den pg-Einflu8 vermutlich — 
tiberlagern und tiber deren Vor- : 
handensein sich bei den vo 
dritter Seite gesammelten Hrd- 
proben nichts aussagen laBt. 
Die durch Rumy (1950) an-_ 
gegebenen weiten px-Bereiche - 
gleicher Pilzbesiedelung lassen 


sich aus der Tatsache erklaren, 


| 
, | 


daB hier die Gattungen mit ihren vielen Arten ausgewertet wurden, waihrend 
die einzelnen Arten sehr wohl Optima bei bestimmten Werten zeigen kénnen. | 


B. Schweden und Spitzhergen?. 


In 80 Bodenproben aus Schweden einschlieBlich 6 aus Spitzbergen 
wurden folgende Ordnungen, Familien und Gattungen festgestellt: 


1. Chytridiales: Olpidiaceae: 
Phlyctidiaceae: 
Rhizidiaceae: 
Chytridiaceae: 
Megachytriaceae: 

2. Blastocladiales: Blastocladiaceae: 

3. Monoblepharidales: Monoblepharidaceae: 
Hyphochytridiaceae: 

4. Plasmodiophorales: 

6. Lagenidiales: Olpidiopsidaceae 

6. Saprolegniales: Saprolegniaceae: 

7. Peronosporales: Pythiaceae: 

8.Zygomycetales: Mucoraceae: 


Olpidium, Rocella. 

Rhizophidium, Phlyctochytrium. — 
Phlyctorhiza, Karlingia. 
Chytridium. 

Nowakowskiella. 

Allomyces. 

nicht gefunden. ; 
Rhizidiomyces. ; 
nicht gefunden. ; 
Olpidiopsis. ; : 
nicht bestimmt. 5 
Pythium. : 
nicht bestimmt. 


+ Nach Abschlu8 des Manuskriptes erschien eine Arbeit von J. R. CRASEMANN 
(The nutrition of Chytridium and Macrochytrium. Amer. Journ. of Bot. 41, 302 
[1954]), wonach das beste Wachstum von Chytridium zwischen px 5,2 und 7,5, von | 


Macrochytrium um 6,5 stattfindet. 


* Wegen einiger Einzelheiten vgl. Harper 1954. j 


‘ 
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Die aus Nordeuropa stammenden Bodenproben wurden, wie gesagt, 
herangezogen, um den tropischen und subtropischen Béden solche aus 
einem klimatisch extrem anderen Gebiet gegeniiberstellen zu kénnen. 
Aus Nordschweden (Lappland) stammten 68 Bodenproben, 6 aus Mittel- 
schweden und 6 von Spitzbergen. 


Sie verteilen sich auf folgende Standorte: 
Abisko (68° ndl. Br. 19° éstl. L.) 


alpine Vegetationsstufe.. 0). ni wet 8 a) ede ise ah. 44 Proben 
ay Svinte oF eae? eee ee ae ree ae {oe eee Gale 
. Bahndamm, Sumpf neben Bahn, FuBwege ....... Ona ss 

IMOGR are a eee kom aries i actus ce nee Rte ee Dae: 
Sialevad (63°30' ndl. Br. 19° 6stl. L.) 

VV ECRGS (OH gee AN Abe See eae Sih eh ON wk E oles: vices 1b Se. 

3 aN ciel ©) wy ek ee tec eg srg ee peg ei errr geen es a 
Lycksele (65° ndl. Br. 19° éstl. L.) 

AY UG Rehsyou ens) EAE So SRY SRS Sa A= ear ee rare ee ee es Lig Pies 
MORES. Gp es ia Ae SAE aS a a ee eae er 7 es 
Schareninsel Rumaré, Stockholmer Schaérenhof .......... Giaaees 
mmezbergen (78° ndl. Br. 18° Gstl. Lj. . 2 2 6 ee ee es 6 33 


Die unter Kulturland zusammengefaBten Proben stellen recht uneinheitliches 
Material dar. Sie sind deshalb in Tab. 8 einzeln aufgefiihrt. 3 der Proben stammten 
aus Abisko, und zwar eine ‘aus einem Blumentopf, eine aus einem Balkonkasten und 
eine aus einem Kartoffelfeld. 3 weitere Proben aus einem Kartoffelfeld wurden je 
entnommen in Ovre Soppero (22° éstl. L. 68° ndl. Br.), Lycksele und Sjalevad. 
Dazu kommt eine Probe aus Bjérkliden (68°30’ ndl. Br. 19° dstl. L.) aus einem 
elektrisch beheizten Treibbeet. 

Die 6 Proben aus Spitzbergen entstammen den Wurzelballen lebender Pflanzen, 
die Prof. Ivar SrcEeLBere im August 1951 nach Abisko tberfihrt hat und von 
deren Erde Prof. SanpBERG Proben nach Gottingen sandte?. 

Ein Blick auf Tab. 8 zeigt, daB die nordische alpine Vegetationsstufe 
arm an Arten ist. Insgesamt wurden hier in 44 Erdproben nur 5 nie- 
dere Arten gefunden, ein Befund, der durch die sehr hohe Zahl von 
Erdproben in seiner Bewertung recht sicher erscheint; waihrend die sep- 
tierten Hyphen, die Pythien, die Mucorineen und die Saprolegniaceen in 
einer von den afrikanischen Funden nicht wesentlich abweichenden Haufig- 
keit zu finden waren, traten die niederen Pilze hier nur mit einer Haufig- 
keit von 20% bei zwei Arten in Erscheinung. Demgegentiber weisen die 
unter Kulturland? zusammengefaBten Proben, ganz gleich, ob sie aus dem 
Gebiet von Abisko stammten oder weiter siidlich aus dem Nadelwald- 
gebiet entnommen waren, wie die restlichen 4 Proben, mit insgesamt 
17 niederen Arten eine geradezu itppige Flora niederer Pilze auf, deren 
Haufigkeit im Durchschnitt sogar iiber der der tropischen Béden lag. 
Ahnlich niedrige Pilzzahlen wie die alpine Vegetationsstufe zeigen die 

1 Herrn Prof. Dr. SANDBERG in Abisko sei fiir die Ubersendung dieses seltenen 


Materials auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 
2 Hs handelt sich um winzige Anlagen im nérdlichsten Schweden; Roker aus 


siidlicheren Lagen wurden nicht untersucht. 
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unter ,,Bahndamm, Sumpf neben Bahn, FuSwege“ zusammengefaBter 
Proben, der ,,Birkenwald“, die -,,Wiesen“ und die ,,Moore‘‘. An diesen 
als nahezu natiirlich zu wertenden Standorten ist also die Dichte de 
niederen Pilze verschwindend gering, wahrend die héheren Pilze, die 
Mucorineen und Pythien annihernd in normaler Hiaufigkeit vertrete 
waren. Dies kommt besonders zum Ausdruck, wenn man die Biotope 
nach ihrer Pilzhaufigkeit ordnet (Tab. 9). In Spitzbergen entsprach die 
allgemeine Pilzhaufigkeit einschlieBlich aller Pilzfunde der der alpinen 
Vegetationsstufe, wahrend die der niederen Pilze in groBen Ziigen nur 
die Halfte betrug. 
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Pilze 


Tabelle 9. Héufigkeit der Pilze in Schweden-Spitzbergen. 


niedere und 


Zahl der 
tberhaupt Taner Hee Zobl der Ansitze niederen Arten 
Kulturland . 5,6 4,2 17 
Hisenbahndamm usw. . 1,8 0,8 6 
Birkenwald. 1,2 0,43 3 
Alpine Vegetat. Stufe . 1,4 0,27 5 
Schweden insgesamt. . 1,9 0,49 24 
Spitzbergen 1,4 0,16 2 


,an den einzelnen Standorten. 
ichten Erdproben; + besagt, daB der Pilz in der Probe angetroffen wurde. 
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Hieraus kénnte man folgern, daB mit Zunahme der geographischen — 
Breite bei gleichbleibender allgemeiner Pilzdichte eine Abnahme der 
niederen Pilze erfolgt, doch mu8 dies noch durch weitere Untersuchungen 
erhartet werden. 


C. Vergleich zwischen Afrika und Skandinavien. 


In Abb. 7 ist die prozentuale Verteilung der Arten im gesamten Gebiet 
Afrikas und Schwedens sowie im afrikanischen und schwedischen Kultur 
land graphisch dargestellt. Die héheren Pilze kommen tiberall ungefahr_ 
gleich haufig vor. Unseptierte Hyphen und Mucorineen gibt es in Schweden — 
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wesentlich mehr, wihrend die Pythien und die Saprolegniaceen dort in 
geringerer Zahl auftreten. Der prozentuale Anteil der niederen Phycomy- 
ceten ist in den schwedischen Biden wesentliche geringer als in Afrika mit 
Ausnahme von Rocella irregularis und Ehizophidium sphaerocarpum. 
Geradezu umgekehrt liegen die Verhiltnisse in den Kulturbéden beider 
Gebiete. Abgesehen davon, daB in den Schwedenerden einige Pilze 
fehlen, wie z. B. Rhizophidium globosum, Phlyctochytrium biporosum 
und andere, sind in den gartnerisch genutzten schwedischen Béden 
die Prozentzahlen wesentlich héher als in Afrika. Dies gilt auch fiir die 
Pyihven und die septierten Hyphen, die in den Kulturbéden Schwedens 
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mit 100% vertreten sind. Die Mucorineen waren im schwedischen und 
afrikanischen Kulturland in nahezu gleicher Haufigkeit zu finden, 
wihrend gewisse andere Pilze wie Rocella irregularis, Rhizophidium 
subangulosum, Rhizophidium sphaerotheca, Rhizophidium carpophilum 
und Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt, die in Afrika bis etwa 30% 
auftraten, in Schweden zwischen 60 und 80% vorkamen. 

Uber die Ursache dieses sonderbaren Gegensatzes la8t sich kaum etwas 
Sicheres sagen. Wahrscheinlich ist aber nicht unwesentlich dafiir, daB die 
tropischen Kulturbéden im allgemeinen noch nicht gediingt werden und 
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Abb.7. Verteilung der Pilze im gesamten afrikanischen und arktischen Materia’ 


sich daher nicht stark von denen der natiirlichen Standorte unterscheiden 
wahrend in der Arktis die Humusschicht in den natiirlichen Formatione 
ganz auBerordenilich diinn ist und der Boden dort bei der Bewirtschaf. 
tung durch den Menschen in vieler Hinsicht an Qualitit zunimmt. Viel- 
leicht spielt in Schweden aber auch die natiirliche Artenarmut der Pilze 
die Hauptrolle, die anders wird, wenn der Mensch mit dem Saatgut 
moglicherweise neue Arten einschleppt. 


Ill. Besprechung. 


Auf die Tatsache, daB die niederen Pilze, die sogenannten ,,Wasser 
pilze“, auch im Erdboden nicht selten anzutreffen sind, ist gelegentlic 
schon von Harvey, Buruer, Rarer [zit. nach SOrcEL (1942) un 
CoxeEr (1926)] hingewiesen worden. Die ersten quantitativen Angaben 
wurden jedoch von SéreEL (1942) gemacht, an die sich die ebenfalls in 
Gottingen ausgefihrten Arbeiten von Remy (1950) und REINBOLDT! 

q 


Uber das Vorkommen niederer Erdphycomyceten in Afrika, Schweden usw. 45 


(1951) anschlieBen. Auch im Ausland sind nicht viele Arbeiten auf 
dem Gebiete gemacht worden. Sparrow (1948) gibt Vergleiche tiber 
das Vorkommen von niederen Pilzen vor und nach der Detonation 
im Bikini-Atoll und den darumliegenden Inseln, und Karine (1948) 
berichtet, daB 43 Arten von Chytridiales gefunden wurden, als man 
Erd- und Wasserproben aus Lousiana untersuchte. Die iibrigen Unter- 
Suchungen sind meist pilzsystematischer Natur mit Ausnahme der- 
jenigen von Canrer (1948—1951) und Frrepmann (1952), die zwar 
eine groBe Zahl von Arten aufdeckten, sich aber nicht mit Bodenpilzen, 
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sowie im afrikanischen und arktischen Kulturland. 


sondern mit Planktonorganismen beschiftigen. Uber afrikanische Pilz- 
vorkommen ist nur eine Arbeit von Coun (1949) bekannt geworden, 
die sich aber auBer auf héhere Pilze auf die hoheren Phycomyceten 
beschrankt. 

Unter den sehr zahlreichen niederen Pilzen, die SORGEL (1942) ge- 
funden hat, erwies sich damals nur Karlingia als auBerst haufig. Remy 
(1950) hat dann nach Wiederentdeckung des Pinuspollens als Koder 
(Zopr 1887) wahrscheinlich gemacht, daB auch noch andere, bis dahin 
als selten angesehene niedere Phycomyceten haufig seien. Diese Annahme 
wird durch die vorstehenden Untersuchungen bestitigt. Olpidiwm und 
Rhizophidiwm wurden schon von Remy (1950) hinzugefiigt, und jetzt hat 
sich gezeigt, daB sich dazu auch noch Phlyctochytrium gesellt. Damit 
treten durch das Auffinden eines geeigneten Koders vier Vertreter der 
Chytridineen als nahezu gleich haufig an die Seite der bisher als am ver- 
breitetsten angesehenen Karlingia. 
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Remys Befund, daB die Kurve der Haufigkeit in den einzelnen An. 
sitzen mit der der einzelnen Erdproben nahezu parallel verlauft, nur daB 
erstere tiefer liegt, erwies sich auch bei den vorstehenden Untersuchunge 
als giiltig fiir die eimzelnen Arten der Gattungen Phlyctochytrowm und 
Rhizophidium, wodurch zum Ausdruck kommt, daB die Verteilung der 
Pilze nicht eine allgemein gleichmaBige ist, sondern da die Pilze auf ein 
gréBeres Gebiet bezogen hiufiger vorkommen als in dem kleinen Aree | 
der betreffenden Probe. Auf diesen Umstand hatte S6reEL (1942) schon 
hingewiesen, da sich zeigte, das die Pilze in einzelnen Ansatzen immer 
wieder einmal nicht auftraten. 

Fiir die ungleichmaBige Verteilung einzelner Pilze in geographischer 
Hinsicht, wie es oben fiir Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt, Phlycto- 
chytrium synchytrit und auch wohl Allomyces wahrscheinlich gemacht 
werden konnte, lieBen sich in der Literatur iiber niedere Pilze keine 
Parallelen finden. Klimatische und edaphische Faktoren mégen dabei 
mitwirken (vorausgesetzt, daB sich der Befund bei starker Erweiterung 
der Untersuchungen tiberhaupt bestiatigt). 

Wihrend iiber das Vorkommen von Pilzen im Meer- und Brackwasser 
friiher so gut wie nichts bekannt war, konnte H6unx (1939, 1952, 1953) 
nachweisen, da8 auch hier eine ausgesprochen angepaBte Pilzflora, teils 
auch niederer Vertreter, zu finden ist. Von dieser Tatsache aus tiber- 
raschen die neuen Funde niederer Pilze-in der Salzwiiste nicht allzusehr, 
obwohl hier die Bedingungen noch wesentlich lebensfeindlicher sind als 
im Meerwasser. Die aus den Chotts herauskultivierten beiden Chytri. 
dineen-Stimme vermochten daher Salzkonzentrationen zu besiedeln, die 
iiber dem Doppelten der Seewasserkonzentration lagen. Hierauf wird it 
anderem Rahmen noch naher eingegangen werden. 

Wie wenig wir erst tiber die Artenaufteilung der Chytridiales wissen, 
zeigen die zahlreichen Arbeiten mit Beschreibungen neuer Arten. Es ist 
daher nicht iiberraschend, da8 auch bei den obigen Untersuchungen 
neben einer groBen Zahl véllig unbestimmbarer Pilze allein 14 Formen 
gefunden wurden, die sich nicht bestimmen lieBen, obwohl sie unter 
einander deutlich unterscheidbar und von den bekannten Arten ein-: 
deutig verschieden waren. 

Die einzelnen Biotope weisen unterschiedliche Pilzhaufigkeit und! 
Artenzahl auf, die von SércEL u. Remy fiir ihre Untersuchungsgebiete 
schon in eine gewisse Reihenfolge gebracht werden konnten. In Afrika: 
hielt eine gewisse Gruppe natiirlicher Standorte die Spitze, wobei die 
landwirtschaftlich genutzten Flichen nur eine Mittelstellung emnahmen, 
Dies entspricht mehr den Ergebnissen Rumys. Hingegen waren die 
natiirlichen Standorte Nordeuropas einschlieBlich der Waldbéden a’ 
gesprochen pilzarm, was sich auch annahernd mit den Ergebnisse 

Remys deckt. Dasselbe trifft auch fiir die im Anhang aufgefii 
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Untersuchungen solcher Standorte in der Schwiibischen Alb zu; auch 
hier waren allgemein die Ergebnisse recht niedrig?. 

Die Untersuchungen Remys lassen eine Abhangigkeit einzelner Gattungen vom 
Boden-py-Wert erkennen. Andere rein physiologische Untersuchungen (StiéBEn, 
NaBEL, Quantz) weisen hingegen auf einen sehr breiten py-Bereich hin. Die eigenen 
Untersuchungen zeigen fiir bestimmte Arten Haufungen des Vorkommens in einzelnen 
pu-Stufen; sie konnten jedoch noch zu keiner endgiiltigen Klarung der Verhilt- 
nisse fiihren. Vermutlich iiberlagern sich verschiedene AuB®enfaktoren in ver- 
wickelter Weise, so daB der Hinflu8 des py-Wertes dadurch zum Teil verwischt 
wird. 

Die Gesamtheit der bisher vorliegenden Untersuchungen zeigt, da 
eine Abnahme der niederen Pilze zum Pol stattfindet, so daB die ein- 
gangs gestellte Frage nach der geographischen Verteilung in dieser Rich- 
tung klar beantwortet werden kann. Im iibrigen ist jedoch das Vor- 
kommen der niederen Pilze an bisher noch uniibersehbare Faktoren- 
komplexe gebunden. Sind die Voraussetzungen gegeben, so trifft man 
in einem unter nattrlichen Bedingungen pilzarmen Gebiet wie die alpine 
Vegetationsstufe Nordschwedens niedere Arten in groBer Zahl in einem 
Kartoffelacker an, auch wenn in dem rings umgebenden unbeackerten 
Boden nur vereinzelt Pilze aufzufinden sind. 


Anhang I: Mitteleuropa. 


AuBer den afrikanischen und skandinavischen Bodenproben wurden 
noch 22 Bodenproben aus Siiddeutschland (Schwabische Alb), eine 
Probe aus dem Allgiu, eine Probe aus Norddeutschland und 2 Proben 
aus Sidfrankreich untersucht. Das Resultat dieser Studien sei zur Ver- 
vollstiéndigung der durch Remy (1951) verdffentlichten Ergebnisse tiber 
das einheimische Vorkommen niederer Pilze hier kurz mitgeteilt (Tab. 10). 

Von Chytridiales wurden 8 Gattungen festgestellt, namlich Olpidium, 
Rhizophidium, Phlyctochytrium, Rhizophlyctis, Karlingia, Chytridium, 
Chytriomyces und Nowakowskiella. Die aufgefundenen Saprolegniales, 
Peronosporales und Zygomycetales wurden nicht naher bestimmt; ihre 
Vorkommen gehen jedoch ebenfalls aus der Tab. 10 hervor. Auffallig ist 
das gehiiufte Vorkommen der Pilze in Probe Nr. 6, einer alten Feuerstelle. 
Hier wurde einmalig die Zahl von 7 niederen Arten erreicht, wahrend alle 
anderen Proben darunter blieben. Offenbar waren hier an der Oberflache 
fiir die Besiedlung sehr giinstige Verhaltnisse entstanden, denn bereits 
10cm darunter wurden 2 Pilze weniger festgestellt, obwohl hier an- 
statt 5 Ansatzen noch ein sechster hinzugenommen wurde. Allgemein auf- 
fallig ist der relativ geringe Anteil der Gattung Karlingia. Wabrend dieser 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Eine weitgehende Beziehung zu klimatischen 
und ékologischen Faktoren, wie sie fiir die Hefen in Weinmosten aut dem relativ 
kleinen Raum von Italien von CasTELLI [Les agents de la fermentation vinaire. 
Arch. f. Mikrobiol. 20, 323 (1954)] gezeigt worden ist, hat sich also nicht nach- 
weisen lassen. 


Tabelle 10. Mitteleuropdische Standorte. 
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Pilz in Afrika sehr haufig vorhanden war (76%), betragt sein Anteil hier 
wr 35%. Dies mag damit zusammenhiingen, da8 sehr viele der Proben 
yon Waldstandorten stammten, fiir die auch Remy (1951) geringe Pro- 
entzahlen fand. Als Besonderheit erwihnenswert ist noch das einzige 
Vorkommen von Chytriomyces hyalinus (Probe Nr. 2) in den gesamten 
uropaischen Proben, nimlich in dem Mulm einer hohlen Weide bei Kirch- 
1eim/Teck. Ob der Pilz hier in Chitinresten von Insekten so hinreichende 
Nahrung fand, daB er sich auf die Dauer halten konnte, oder welche Ver- 
altnisse sonst vorlagen, la8t sich nicht sagen. 
Die Pilzhéufigkeit (nach S6rGEL) in diesen 26 untersuchten Proben 
etrug 
iberhaupt _ fiir die niederen, seltenen Phycomyceten Ansatze  Artenzahl 
2,8 1,4 140 17. 
Jie Pilzhaufigkeit war also sehr gering; ob die Erklarung dafiir in dem 
elativ hohen Anteil von Proben aus dem Wald liegt oder andere Ursache 
at, muB unentschieden bleiben. 


inhang II: Erliuterungen zu den nicht niher bestimmbaren und mutmafBlich 
euen Arten aus Afrika’, 
Olpidium sp. 

Der unter Olpidium sp. aufgefiihrte Pilz, welcher mit 18% in den untersuchten 
den vorkam, ist wahrscheinlich Olpidium uredinis Fischer oder nahe damit 
erwandt. Der Pinuspollen befallende Pilz wurde stets nur einzeln im Pollenkorn auf- 
efunden. GréBe des intramatrikalen Teiles 20—25 , rund oder schwach oval mit 


+ Kine Anzahl Arten konnte sicher als neu erkannt werden 3 sie sind bei 
(AERTNER (1954) beschrieben und abgebildet. 


Zu nebenstehender Tab. 10. 


* 1—5 Kirchheim/Teck:1.lehmige Quelle, ohne Pflanzenwuchs, Boden mit Baumwurzeln durch- 
tzt, im Sommer vermutlich austrocknend. 2. Mulm in hohler Weide, von Laub bedeckt; lange Zeit 
aberiihrt. 3. Bett der Lauter; sehr bewegliches und ausgelaugtes Schwemmaterial oberhalb der 
irberei in der an der Bettwand anstehenden Lias-Schieferschicht. 4. Chausseeartiger Feldweg, Ober- 
ichenerde, viel Pferde- und Kuhwagenverkehr. 5. Steilufer der Lauter, angeschwemmte Erde 
vischen alten Weiden; unterhalb der Farberei; Wasser rot, aber klar. 6—13. Schwibische Alb 
the der Teck: 6. ,,Gelber Fels‘‘, 770 m, kahle Erdstelle (alte Feuerstelle) in magerer Grasnarbe mit 
ngestreuten Kiefernnadeln; sehr diirr; stark von Touristen begangen. 7. wie 6., aber aus 10 cm Tiefe, 
Nahe von 6., Waldweg. 9. neben 8., 5 m hohe Buchen und Erlen. 10. neben 8., armdicker Fichten- 
uld. 11. nahe 6, Maulwurfshiigel in verwilderter Wiese. 12. zwischen ,,Gelber Fels‘‘ und Teck; Misch- 
ald; Mulde mit sehr viel altem Laub, viel junge Baumwurzeln in der oberflichlichen Erde. 13. wie 
., Humus zwischen Steinen, etwa 15cm unter der Oberfliche. 14—18. Héhlen an der Teck: 
. Friiherer Bierlagerkeller an der StraBe, Wasser tropft von der Decke, Boden festgetreten; der 
aum riecht leicht nach Urin. 15. Vom Gipfelfelsen herabgerieselte Erde neben dem Hingang zur 
erkellerhéhle. 16. Sybillenhéhle, Hintergrund, vegetationsloser, sehr festgetretener Boden, etwas 
icht, 17. wie 16., Hingang, tropfnaB, kriimelige Erde aus breiter Felsspalte. 18. wie 17., wassertiber- 
onene Felsen mit Cyanophyceen; etwa1/. mm dicke Verwitterungsschicht des Gesteins unter den 
gen. 19—21. Schwabische Alb (Bosler): 19. an der Autobahn zwischen Weilheim und Bosler, 
ter Lirchen, zwischen Heidelbeeren und Besenginster; Sandstein. 20. Bosler, etwa 630 m, Hang 
t Hschen und Buchen, sumpfiger Weg zwischen Allium ursinum. 21. Bosler, 780 m, Nordhang Schaf- 
ide mit fast nur Moos. 22, Lenninger Tal bei Kirchheim: Obstwiese bei Owen, etwa 430 m, 
sse Stellen an im Sommer wohl sicher trockenem Rinnsal; Gras und abgestorbene Vaucheria. 
. Allgiu: Hochalm Aggenstein bei Pfronten; schmieriger Lehm unter Alnus viridis. 24. Nord- 
utschland: Bederkesa (Bez. Bremen); Graben mit wenig Wasser am Hingang zum Holzurburger 
or. 25—26. Stidfrankreich: 25, Hinterland von Marseille, Terrasse in einem Karsttal, schiittere 
asvegetation, lehmig, sehr feucht. 26. Hinterland von Marseille, Talchen im Karst, Macchie (Pinus, 
22, Quercus), Hanglage. 
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einer sehr friih ausgebildeten, die Wand des Pollenkornes durchbrechenden hyalinen 
Papille. Letztere sitzt dem Pollenkorn als halbrunder glasklarer K6rper auf. Durch- 
messer 4—6 . Schwairmakt und Dauerorgane nicht beobachtet. Es gelang nicht, 
den Pilz in artreine Kultur zu bekommen. 
Die nachstehenden Rhizophidien (1—7) sind eindeutig voneinander und von 
den iibrigen Vertretern der Gattung unterscheidbar. Da es jedoch nicht gelang 
sie in artreine Kultur zu bringen und daran ihren vollen Entwicklungsgang zu 
beobachten, muBte von einer Klassifikation bzw. Neubeschreibung abgesehen 
werden. 7 
Rhizophidium sp. (1). 
Sporangium 15—18 im Durchmesser, rund oder schwach oval, mit feinem: 
nicht immer sichtbaren, reich verzweigtem Rhizoid. Inhalt des Sporangiums vollig 
gleichmaBig durchscheinend hyalin ohne sichtbare Struktur. Schwarmakt nich 
beobachtet. Das Zoosporangium hat eine gewisse Ahnlichkeit mit nicht voll ent- 
wickelten Zoosporangien von Rhizidiomyces, war jedoch durch eindeutig fehlende 
Apophyse von demselben unterschieden. 
Rhizophidium sp. (2). 
Sporangium 15—25 1 im Durchmesser, rund, mit 1—3 langen, schwach konischen 
Papillen, 2 an der Basis im Durchmesser. Schwaérmen nach Verquellen der Papil- 
len, Schwirmer klein, 2,4 im Durchmesser, rund, mit 16—18y langer Geifel. 
Membran glatt, derb; bleibt nach Entleerung erhalten. Parasitisch auf Karlingia 
rosea. Es gelang, den Pilz mit Wirt eine kurze Zeit zu erhalten, doch konnten nicht 
alle Stadien beobachtet werden. Befallt auch in geringem Mafe Pinuspollen, ohne 
| 


damit dauernd am Leben erhalten werden zu kénnen. Dauerorgane nicht vorhanden 
Rhizophidium sp. (3). 

Sporangium rund mit einer schwach sichtbaren Papille. Membran diinn mi 
einer netzformigen Struktur, die bei vollem Sporangium nur schwach sichtbar, i 
entleertem Zustande mit Fluoritsystem 54, 0,90 Apertur gut sichtbar ist. Grob 
der einzelnen Felder 3. Durchmesser des Sporangiums bis 30 u. Rhizoid kraftis 
entwickelt und meist gut sichtbar. Schwarmakt nicht beobachtet. 

Rhizophidium sp. (4). 

Dauerorgane gelb bis gelbbraun, rund, 12—16 ~ im Durchmesser, deutlich 
2 Teile unterteilt. Der untere Teil glattwandig, etwa ?/, des gesamten Sporangiu 
der dem Rhizoid abgewandte Teil mit einer deutlich sigeformigen Wandstruk 
MutmaBlich dazugehériges vegetatives Sporangium ahnlich Rhizophidium s 
theca, Keimung nicht beobachtet. Substrat: Pollen. | 

Rhizophidium sp. (5). ; | 

Sporangium bis 20 4 im Durchmesser mit fein granuliertem Inhalt, umgeb 

von einer bis 4 dicken, glasklaren Schleimhiille. Papillen oder Strukturen 


Membran nicht sichtbar. Rhizoid gut entwickelt mit einem etwa 6 langen, 
verzweigten Teil beginnend. Schwarmen nicht beobachtet. Substrat: Pollen. 


Rhizophidium sp. (6). . 
Sporangium birnférmig, 12—l14 x 4—5 w mit 2—3 kleinen hyalinen Papill 

von denen eine am verjiingten unteren Ende des Sporangiums ausgebildet 
kann. Entwickelt haufig einen bis 8 w langen extramatrikalen Stiel, der sich 
Innern des Pollenkornes als normal verzweigtes Rhizoid fortsetzt. Vorkommen i 
einem Salzboden der Chotts, mit Seewasser angesetzt. Durch die Zahl der Papille 
von dem Rhizophidium sp., das durch Karine (1946) als parasitisch beschriebt 
wurde, deutlich unterschieden. : 
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Rhizophidium sp. (7). 

_ Sporangium bis 30 uw im Durchmesser, rund, mit sehr diinner, nach dem Schwarm- 
kt meist deformierter Membran, die aber nicht verquillt. 2—3 Papillen. Zoo- 
sporen 2,5—3 uw im Durchmesser mit 20 « langer, hinten inserierter GeiBel. Inhalts- 
kOrper klein. Bei der Isolierung zeigte sich durch Gruppenbildung mit gewisser Wahr- 
scheinlichkeit das Vorhandensein eines Sexualaktes an, konnte aber in artreiner 
Kultur nicht wieder beobachtet werden. 
_ Die unter Rhizophidium sp. (1) angefiihrte Art ist in afrikanischen Béden recht 
haufig vertreten (in 23,4% aller untersuchten Béden), wiahrend die iibrigen 6 sehr 
selten sind und zum Teil nur in einem Ansatz gefunden wurden. 
AuBerdem sind in Spalte 29 der Tab. 5 alle diejenigen Vorkommen der zur 
Gattung Rhizophidium gehorigen oder zu stellenden Pilze angefiihrt, die sich weder 
mit den angewandten Mitteln kultivieren noch irgendwelche Anhaltspunkte zur 
Bestimmung der Art erkennen lieBen. 
: Wie bei der Gattung Rhizophidiwm waren auch bei der Gattung Phlyctochytriwm 
eine Reihe von Formen vertreten, die sich untereinander sehr wohl unterschieden, 
deren Entwicklung jedoch nicht in allen Teilen geklart werden konnte, da diese 
Pilze mit Ausnahme des Phlyctochytrium sp. (d) nicht in artreine Kultur zu bringen 
waren. Um Anhaltspunkte fiir eine spaitere eingehende Beschreibung bei erneutem 
Vorkommen zu geben, sei tiber ihre wichtigsten Merkmale kurz berichtet. 

Phlyctochytrium sp.. (a). 
Sporangium mit glatter Membran, bis 35 im Durchmesser, mit stark ent- 
wickeltem Rhizoidsystem und 5 w groBer Apophyse. Vegetationskérper im Innern 
aufgeteilt in 5—6 groBe Portionen gleichmaBigen starker lichtbrechenden In- 
halts, jede von einer Membran deutlich umgeben. Es handelt sich offenbar um 
Dauerstadien eines Phlyctochytriwms. Keimung nicht beobachtet. Substrat: Pollen. 

Phlyctochytrium sp. (6). 
Sporangium rund, bis 30 ~ im Durchmesser, mit 1—3 Papillen und kraftig ent- 
wickeltem Rhizoidsystem mit einer bis 8 » groBen Apophyse. Membran durch ein 
regelmaBig angeordnetes System kleiner punktformiger Strukturen rauh erschei- 
nend und am Durchbruchspunkt der Papillen in 2 im rechten Winkel zur Papille 
stehende Zahne von 2 1 Lange auslaufend. Schwarmen nicht beobachtet. Substrat: 
Pollen. 


Phlyctochytrium sp. (c). 

Sporangium glatt, bis 40 im Durchmesser, rund, mit 1—2 ungewohnlich 
breiten hyalinen Papillen. Durchmesser an der Basis etwa 6 yu bei 3 Hohe. Plasma 
fein granuliert. Rhizoidsystem weit verzweigt mit einer oder mehreren unregel- 
maBigen Apophysen. Schwairmakt nicht beobachtet. Substrat: Pollen. 

Phlyctochytrium sp. (d). 

Sporangium glatt mit 4—12 kleinen hyalinen Papillen und relativ feinem 
Bhizoidsystem und einer bis 4 4 groBen Apophyse. Durchmesser des Sporangiums 
bis 30 1, Form allgemein rund. Zoosporen rund oder schwach oval mit einem etwas 
groGeren, stark lichtbrechenden Einschlu8 und mehreren kleineren Grana. Geifel 
hinten inseriert, 22—25 yu lang. Der Pilz gedeiht gut auf Pollen mit Seewasser von 
3,2% Salzgehalt und ist in der Lage, noch eine Konzentration von 6,5% Salzgehalt 
zu besiedeln. Bei Verwendung niederer Salzkonzentrationen etwa ab 1,5% werden 
dauerorganahnliche extra- und intramatrikale ,,Sporangien“ gebildet, deren Ent- 
stehungsweise bisher nicht geklart werden konnte und deren Funktion nicht be- 
kannt ist. Diese Gebilde sind durch stark lichtbrechendes Plasma, mit dem sie ganz 
ausgefiillt sind, gekennzeichnet. Vorkommen in einer Erde aus dem Gebiete der 


Chotts. 
4* 
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Phlyctochytrium sp. (e). 

Sporangium sternformig, bis 404 im Durchmesser, umgeben von einer 5) 

dicken Schleimhiille, die von den 3 Papillen durchbohrt wird. ‘Letztere, etwa 6, 

lang, geben dem Sporangium das sternférmige Aussehen. Rhizoidales Systen 

stark entwickelt, mit relativ kleiner Apophyse. Schwarmakt nicht beobachtet 
Substrat: Pollen. 

Phlyctochytrium sp. (f). 


Sporangium in der Langsachse zusammengedriickt, 20 x 16 Ms as glatter Mer: - 
bran und 2—3 dem Pollenkorn zugewandten Papillen. Rhizoid schwach verzweigt 
mit 4 groBer unregelmaBig geformter Apophyse. Schwérmakt nicht beobachtet. 
Substrat: Pollen. | 

Die hier angefiihrten Phlyctochytrien miissen als sehr selten gelten mit Aus: 
nahme des Phlyctochytrium sp. (a), das mit 11,6% in den afrikanischen Boden: 
proben vorkam. Daneben waren noch unbestimmbare Phlyctochytrien (48%) vo: 
handen, die weder kultivierbar waren noch irgendwelche Anhaltspunkte zur Be- 
stimmung gaben. 


Keratinophile Saprolegniacee. 


Mit einer Haufigkeit von 8% aller untersuchten Erden trat auf Schweine- un¢ 
Kuhhaaren ein Pilz auf, der vorerst als ,,Keratinophile Saprolegniacee“ bezeichnet 
wurde und der méglicherweise zur Gattung Aphanodictyon Huneycutt (1948) 
gehért. Es erscheint jedoch zweifelhaft, ob die Hinordnung hier gerechtfertigt ist, 
da weder die Entlassung von Zoosporen noch die Bildung von Sexualorganen be 
obachtet werden konnte. Dieser hyphige Pilz zerstért wie andere keratinophile Pilze 
das Substrat, indem das Haar unter Quellung in kleine langs verlaufende Fasern 
aufgelést wird, die von fadigem, etwa 2—3 yu dickem Mycel durchzogen und ums 
sponnen werden. Von diesem wachsen etwas dickere, etwa 4—5 wu breite Hyphen 
ab, an deren Enden im Innern die Fortpflanzungsorgane als runde oder nahezu 
runde, stirker lichtbrechende Sporen hintereinander gebildet werden. : | 

Der Pilz ist nicht identisch mit Aphanodictyon papillatum Huneycutt (1948), 
Die Zuordnung dieses Pilzes wird von W. Hounk, der ihn ebenfalls gefunden hat b 
weiter verfolgt. 4 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. 287 Bodenproben aus Afrika, 74 Proben aus Schweden, 6 Proben 
aus Spitzbergen, 23 Proben aus Deutschland, 2 Proben aus Siidfrank 
reich und 1 Probe aus dem Alpengebiet wurden auf ihren Gehalt an 
niederen Phycomyceten untersucht. 


2. Neben Karlingia rosea, das schon S6rexEL als sehr haufig erkannt 
hat, wurden weitere zu den Chytridiales gehorige Gattungen als sehr 
hiufig festgestellt. Es waren die Gattungen Rhizophidiwm, Phlyctos 
chytrium und Olpidium. Sie wurden wie Karlingia in annihernd ae or 
Haufigkeit wie die héheren Pilze gefunden. | 


3. Die Gattung Rhizophidium war in ihren Arten tiber den ganzen 
afrikanischen Kontinent verteilt. Bei Phlyctochytrium fehlten 2 Arten 
(Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt und Phlyctochytrium synchytrit) im 


Westafrika, wihrend Allomyces in Nordafrika und Agypten nicht auf 
gefunden werden konnte. ; 
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4. Aus den salzreichen Chotts konnten mittels Seewasser 2 Vertreter 
der Chytridiales herauskultiviert werden, die im Si®wasseransatz nicht 
erschienen. Dieselben konnten auf Salzwasser lange Zeit in Kultur ge- 
halten werden und waren an hohe Salzkonzentrationen angepaBt. AuBer- 
dem konnten mit Sii8wasser aus diesem Biotop noch 9 Vertreter niederer 
Pilze neben héheren Pilzen, unbestimmbaren unseptierten Hyphen, 
Mucorineen und Phytien ermittelt werden. Es war, wie sich damit zeigte, 
das Pilzwachstum an diesen extremen Standorten nicht véllig erloschen, 
wenn sich auch die Pilzdichte als recht gering erwies. Nur 2 dieser ins- 
gesamt 10 Erdproben waren ohne Pilze. 


5. Die einzelnen Biotope zeigten unterschiedliche Besiedlung mit 
niederen Pilzen. Ein Teil der als natiirlich zu wertenden Standorte wie 
Busch, Savanne, Hartlaubwald, Karroovegetation, unbeweidetes Gras- 
land und Strand und Strandnihe enthielt viele Arten. Auch die Pilz- 
haufigkeit war bei ihnen hoch. Die durch Menschen beeinfluBten Ge- 
biete, aber auch die Buschsteppe zeigten eine mittlere Besiedlung mit 
niederen Pilzen, wahrend die Wiiste, Chotts und die Mistbéden den 
Schlu8B machten. Dies besagt natiirlich nicht, daB einzelne besonders an- 
gepaBte Formen wie Karlingia in den Wiistenbéden nicht mit sehr groBer 
Haufigkeit vertreten waren. 

6. Proben aus Termitenhiigeln zeigten eine Abhingigkeit der Besied- 
lung mit Pilzen von der Schichtung des Baues. 

7. Zahlreiche Bestimmungen des py-Wertes der Boden sollten Auf- 
schlu8 iiber eine Abhangigkeit der Pilzvorkommen vom Aciditatsgrad 
des Bodens geben. Hine endgiiltige Klarung war jedoch noch nicht 
méglich. 

8. Die natiirlichen Boden Nordschwedens waren, verglichen mit denen 
Afrikas, sehr arm an niederen Pilzen, waihrend der Befund an hoheren 
Pilzen, an Mucorineen, an Pythien und an unseptierten Hyphen etwa 
dem in den Naturbéden Afrikas entsprach. Die héchsten Prozentzahlen 
wiesen auch hier Olpidium pendulum und Karlingia rosea auf. 

9. Die Kulturbéden Nordschwedens zeigten hingegen einen Arten- 
reichtum, der etwa dem eines afrikanischen Kulturbodens gleichkam, 
wobei aber die Pilzhaufigkeit eine wesentlich hohere war. 

10. Eine Reihe von 6 Proben, die auf einer Schireninsel Mittel- 
schwedens entnommen war, und die einem Profil von der See bis zum 
Nadelwald folgte, wies im Fucussaum nur hohere Pilze auf. Schon 
20 cm dariiber traten niedere Pilze in Erscheinung. Ein vollig austrock- 
nender kleiner Felstiimpel dariiber zeigte ein reichhaltiges Bild niederer 
Pilze, darunter auch Allomyces vergesellschaftet mit seinem Parasiten 
Rocella allomycis. Die daran anschlieBende Strandwiese hatte keine 
niederen Pilzc und der folgende Hochwald nur Karlingia. 
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11. Die Proben aus Spitzbergen entsprachen im allgemeinen Vor: 
kommen (aller Pilze) etwa den unberiihrten Standorten Nordschwedens 
wihrend die Pilzhaufigkeit niederer Phycomyceten hochstens halb s 
groB war. . ; 


Herrn Prof. Dr, R. Harper danke ich fiir die Erteilung des Themas sowie fii 
das rege Interesse, das er den Untersuchungen stets entgegengebracht hat. 
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Uber das Vorkommen von Caulobacter spec. 
in destilliertem Wasser. 


Von 
0. KANDLER, C. ZEHENDER und 0. HUBER. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 14. Juni 1954.) 


HENRICI u. JOHNSON (1935) fanden bei Untersuchungen im Lake Alexander 
gestielte Bakterien, die sich auf untergetauchten Objekttragern festsetzten. Sie 
belegten diese Formen mit dem Gattungsnamen Caulobacter und beschrieben eine 
von mehreren abgebildeten Formen als C. vibrioides, weil deren Korper vibrio- 
ahnlich gekriimmt war. Zusammen mit anderen gestielten Bakterienformen wie 
Gallionella und Sideromonas wurde die neue Gattung zur neuaufgestellten Ordnung 
Caulobacteriales gestellt. Aus dem Seewasser konnten zwar Anreicherungskulturen 
von Caulobacter aber keine Reinkulturen erhalten werden. Dagegen hatte Jonzs 
(1905) schon wesentlich friiher Reinkulturen von gestielten Bakterien beschrieben, 
die ebenfalls vibriothnlich gekriimmt waren und vermutlich zu Caulobacter gezahlt 
werden miissen. Wegen der geringen GréBe des Stieles ist die lichtmikroskopische 
Untersuchung sehr schwierig und eine Verwechslung mit einem Flagellum durch- 
AUS moglich. So nehmen HeEnRIcI u. JOHNSON an, daB es sich auch bei dem von 
OMELIANSKY (1914) beschriebenen Bacillus flagellatus um Caulobacter handelte. 

_ Nachdem viele Jahre keine weiteren Mitteilungen iiber diese merkwiirdige 
Bakteriengruppe erschienen waren, fanden Houwink u. ITERSoN (1950) in elek- 
ronenmikroskopischen Praparaten Organismen, die zweifellos der Gattungsdefini- 
ion fur Caulobacter entsprechen. Hs konnte gezeigt werden, da8 die Bakterien als 
erunreinigungen mit dem destillierten Wasser auf die Tragerfolien gelangt waren 
Hovuwtnk 1952), und Versuche zur Reinkultur dieser Organismen fiihrten zum 
rfolg. Sowohl aus Leitungswasser, Kanalwasser, als auch aus destilliertem Wasser 
konnten Kulturen erhalten werden. Am natiirlichen Standort lebt Caulobacter 
parasitisch auf anderen Bakterien, wie ebenfalls Houw1nk (1951) zeigte. 


In eigenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen tiber die Peri- 
pneumoniegruppe traten gelegentlich ebenfalls Caulobacter in den Pra- 
paraten auf. Abb. 1 zeigt ein derartiges Individuum, bei dem auch die 
GeiBel an der Haftscheibe noch erhalten geblieben ist. Nach HouwINnK 
1951) kommt dies dadurch zustande, daB sich der Geifelpol des Bac- 
seriums festsetzt und danach den Stiel entwickelt; bleibt die Geifel 
srhalten, so sitzt sie also terminal an diesem. Im Gegensatz zu den von 
Houwink (1950, 1951) abgebildeten Organismen ist der Kérper jedoch 

nicht gekriimmt! sondern gerade gestreckt. Die Artdefinition fir CO. 
ibrioides trifft also nicht zu. Da auch bei allen anderen von uns be- 
ybachteten Individuen keine Kriimmung zu sehen war, handelt es sich 
vermutlich um eine zweite Art von Caulobacter. Von einer Benennung soll 


1 Nach brieflicher Mitteilung konnte auch Houw1nk gerade Formen beobachten. 
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jedoch vorlaufig abgesehen werden, weil noch keine Kulturen vorliegen, die 
iiber die Modifikabilitat innerhalb dieser Gruppe Auskunft geben konnen. 

Formen, die dem in Abb. 1 dargestellten Typus entsprechen, konnten 
wiederholt gefunden werden, wobei die Lange des Stieles groSeren 
Schwankungen unterworfen war. Dagegen konnte nur einmal auch ein 


Abb. 1. Caulobacter spec. Elektronenmikroskopische Aufnahme nach Bedampfung mit Titandioxyd, 
VergréBerung: Elektronenoptisch 5700mal, Lichtoptisch 2,0mal. (Gerat: Elektromagnetisch, 50 KV. 


Re rete os: ia 


Abb. 2. Caulobacter spec. Elektronenmikroskopische Aufnahme nach Bedampfung mit Titandioxyd. 
Vergré8erung: Elektronenoptisch 7900mal, Lichtoptisch 2,5mal. (Gerit: Elektromagnetisch 50, KV.) 


Wihrend die erste Form einen Korper von etwa 2,0 4 Lange und 0,8 4 
Breite, sowie einen Stiel von rund 3,0 u Lange und 0,2 uw Dicke aufwies 
besaB diese zweite Form einen Ko6rper von nur 0,6 w Lange und 0,35 a 
Breite, sowie einen Stiel von 3,0 1 Linge und 0,05 w Dicke. Diese zweite 
Form liegt also bereits dicht an der Grenze der lichtmikroskopischen Sicht: 
barkeit. Zwar schwankt die GréBe bei den Bakterien allgemein auBer- 
ordentlich je nach dem Ernihrungszustand, aber die Dimensionen diese 
zweiten Form liegen doch so weit auBerhalb des von friiheren Autoren 
angegebenen Bereiches (0,7—1,2 «4 < 2,0—5,0 ), da es naher liegt, a 
eine weitere eigene Art, als an eine Zwergform zu denken. 

Die Annahme Houwrnxs, daB die Caulobacter durch das zur Prapara 
tion verwendete destillierte Wasser auf die Tragerfolien gelangten, b 
statigte sich auch in unserem Falle. Bei der Untersuchung von Reste 
aus VorratsgefaBen fiir destilliertes Wasser im Dunkelfeldmikroskop 
fanden sich sehr bald Caulobacter. Kin Individuum, das auf einer Kette 
anderer Bakterien parasitiert, wie es Houwrnx (1951) beschrieb, ist in 
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Abb. 3 wiedergegeben. Auch dieses Individuum ist geradegestreckt und 
entspricht auch in seinen Abmessungen ganz der in Abb. 1 gezeigten Form. 
Sowohl aus den eigenen, wie aus den Houwrnxschen Abbildungen geht 
deutlich hervor, das der Stiel nicht etwa eine schleimige Ausscheidung 
des Bacteriums darstellt, wie Henrict u. Jounson (1935) annahmen, 
sondern da8 es sich um einen riisselartigen Fortsatz des Bakterienkérpers 
handelt, der mit einer Haftscheibe endet und sowohl zum Festhalten, 
als auch zum Aussaugen von Wirtsorganismen dient. Typisch sind, wie 
auch Houwinxk betont, knotenférmige Verdickungen im Stiel, deren Be- 
deutung allerdings noch ganz unklar ist. Besonders in Abb. 2 scheinen 
diese ,, Querbalken‘‘, wie sie Houwmnk (1952) 
nennt, sehr regelmaBig angeordnet zu sein. 
Nach diesen elektronenoptischen Befunden 
ergibt sich ein sehr tiefgreifender Unterschied 
zwischen der Gattung Caulobacter mit riissel- 
=e oo Korper und parasitischer Abb. 3. Caulobacter spec. auf einer 
Lebensweise einerseits und den tibrigen zur — KettevonBakterienparasitierend. 
Ordnung Caulobacteriales gestellten Gattungen aber ecg or aR 
mit Schleimstielen und rein saprophytischer 
oder sogar autotropher Lebensweise andererseits. Bei einer Neubearbei- 
tung dieser Gruppe wird man wohl diese beiden Formenkreise starker 
voneinander trennen und an verschiedenen Stellen in das System einfiigen 
miissen. Allerdings sind unsere Kenntnisse sowohl tiber die Formen- 
mannigfaltigkeit der Gattung Caulobacter als besonders auch der seit 
HENRICTI u. JOHNSON (1935) tiberhaupt nicht mehr beschriebenen Gattung 
Blastocaulis noch viel zu liickenhaft, als da8 eine baldige Abklarung der 
systematischen Stellung erwartet werden kann. Es ware sehr wiinschens- 
ert, wenn besonders bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
ae diese Organismen mehr als bisher geachtet wiirde, damit mehr 
Material zur genaueren Kenntnis dieses Formenkreises beigebracht wird. 


Zusammenfassung. 


Bei elektronenoptischen Untersuchungen wurden 2 verschiedene 
Formen von Caulobacter aufgefunden, die mit dem zur Préparation be- 
niitzten destillierten Wasser auf die Tragerfolien gelangten. Es wird an- 
genommen, dafi es sich um andere als die bisher beschriebene Art handelt. 
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Synthesis of a compound with folic acid activity 
by Lactobacillus arabinosus 17-5. 


By 
V. B. MITBANDER and A. SREENIVASAN. 


(Eingegangen am 19. Juni 1954.) 


Many bacteria which do not require preformed folic acid are known to syn-_ 
thesize their own requirements of the vitamin (Hurcuines, BoHonos and PETER 
son, 1941; SroKEs and Larsen, 1945; BURKHOLDER, McVricH and Wixson, 1945), 
This synthesis has been related to a p-amino-benzoic acid (p-ABA) content of the — 
medium (Mayer, 1943; Minuer, 1944; Mitts, Briees, Luckey and ELVEHJEM, 
1944; Nowmosmitu, LasceLLes and Woops, 1948). It has been observed that a 
large amount of synthetic folic acid (pteroylglutamic acid, PGA) is required to 
replace the p-ABA requirement of Lactobacillus arabinosus (SaRETT, 1947; Lam 
PEN and Jonss, 1947; Kort, Srvac and StTrERs, 1950). Similar results are reported — 
for a mutant strain of Hscherichia coli which requires p-ABA (LampPEN, ROEPKE 
and Jonss, 1946). The inability of PGA to overcome the sulphanilamide inhibition 
of growth of L. arabinosus in concentrations comparable with p-ABA (LAMPEN and 
Jones, 1947) would also point to a function for p-ABA other than that of a pre q 
cursor of PGA and/or to the formation of different compounds but having folic 
acid activity. In a preliminary communication (MITBANDER and SREENIVASAN, 
1951), the authors have shown that this synthesized factor from p-ABA by L. ara-_ 
binosus differed from PGA in certain respects. A similar conclusion has since been 
made by Saretr (1951). 


The present paper deals with the synthesis of folic acid activity b , 
L. arabinosus in presence of p-ABA and the effects of various cultural 
additions on this synthesis. 


Experimental Methods. 


L. arabinosus 17-5 (American Type Culture Collections No. 8014) was main- 
tained by monthly transfer on a medium made up of (percentages): — yeast 
extract (DIFCO Laboratories Detroit, Michigan, U.S.A.) 1, dextrose 1, sodium. 
acetate 1 and agar-agar 2. It was grown at 37° C for 24 hrs. and preserved in a. 
refrigerator. The basal medium employed for these studies was the nicotinic acid 
test medium of Krenz et al. (Krrnt, SrronG and Etvensem, 1943), modified by 
the omission of p-ABA and inclusion of 400 ug of nicotinic acid per litre. Casein 
hydrolysate used as nitrogen source was prepared by the method of AGARWALA and 
Prrerson (1950). { 

For inoculation, the organism was transferred from stab to 10 ml. of single strength 
basal medium containing 5 wg of p-ABA and incubated for 20 to 24 hrs. at 37° G. 
A hundredfold dilution of the growth with sterile glass-distilled water was used fo 
inoculation of assay tubes drop-wise. 

In the following experiments on the synthesis of folic acid active compounds by 
L. arabinosus, the tubes after harvesting were steamed for 15 mins. The culture 
filtrates were separated by centrifugation, neutralised to pq 6.8 and assayed for 
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folic acid activity. In enzyme hydrolysis experiments in which taka-diastase 
(ParkE, Davis and Co., Inc.) was used, the culture filtrates were adjusted to 
Po 4.6 and incubated with the enzyme (0.02 per cent) in 0.1m acetate buffer, 
pu 4.6. Cells were crushed with sand before digestion separately with taka-diastase, 
Controls were made with taka-diastase alone. The enzyme digests were in each 
case steamed for 15 mins., neutralised to Px 6.8, diluted to volume and centri- 
fuged. The supernatents were then analysed turbidimetrically for folic acid activ- 
ity with Streptococcus faecalis R (ATCC No, 8043). The basal medium employed 
was similar to that of Luckry, Briaas and ELvaHyem (1944) with the inclusion 
of (percentages): — Cysteine 10 mg., uracil 1 mg., KH,PO, 250 mg., sodium citrate 
2g. and inorganic salts B (TrpLy and Etvensem, 1945) 1 ml. These additions 
were found to give the best dose-response curve with PGA. For assays, the tubes 
were incubated at 37° C for 18—20 hrs., and turbidity was measured with a Kierr- 
SUMMERSON photo colorimeter with filter 660 my in position. 


Results. 


Synthesis of folic acid activity by L. arabinosus. 


The organism was grown in media containing graded amounts of 
9-ABA and the folic acid activity synthesized was determined in culture 
iltrates after varying periods of incubation (Table 1). To obtain a 
measurable folic acid activity, a large excess of p-ABA over that needed 


Table 1. Synthesis of a compound with folic acid activity by L. arabinosus from p-A BA. 


myg folic acid activity synthesized in culture filtrate after 
myg p-ABA added per incubation for 
10 ml medium 
; 14 hrs 2thrs | 48 hrs 62 brs 
0 — — 1 1 
25 — 4 9 8 
50 2 8 18 AWe/ 
100 4 11 38 34 
150 ul 17 54 53 
200 10 29 90 92 
400 14 40 110 108 
600 21 51 118 121 


or growth (10 mug) is necessary. The rate of synthesis at higher concen- 
rations is independent of p-ABA. Most of the synthesis occurs in the 
rst 48 hrs. of incubation. SaRErT (1947) reported maximum synthesis 
pproximately by the end of the logarithmic growth period. 

The distribution of activity between cells and in culture filtrates of 
1. arabinosus grown for 24 and 48 hrs. and with various amounts of 
-ABA is given in Table 2. Activity in the harvested cells is negligible. 
inzymic hydrolysis of the culture filtrate made no difference in assay- 
le folic acid activity. 

Some variations between different experiments in the synthesis of 
slic acid activity were always observable, Sarutt (1951) also reports 
n such variations and attributes them in part to particular cultures 
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used for the inoculum and in part to differences in medium. In the 
following experiments, 48 hrs. incubation period was employed and folic 
acid activity was determined in culture filtrates only. 


Table 2. Distribution of folic acid activity between cells and medium. 


mug folic acid activity 


mpg p-ABA Enzymic hydrolysis with taka-diastase | without hydrolysis 
added per Incubation period, hrs 
10 ml medium 24 438 24 48 


Filtrate | Cells | Filtrate | Cells | Filtrate | Cells | Filtrate | Cells 
pote he ed SO ee eee 


0 | =a Nil. 1 Wil) Hhhe a Nil. 2 Nil. 
100 petal: Nil. 25 2 6 Nil. 25 Nil. 
200 15 Nil. 67 4 14 Nil: 45 Nil. § 
400 33 Nil. 84 5 35 Nil. 90 Nil. 7 


| 
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Effects of different additions to the culture medium. 


Various nutrients were studied for their effects on synthesis of folic 
acid activity. Among the vitamins, biotin was observed to produce about 
two-fold increase in folic acid activity (Table 3). The effect of biotin was 
in marked contrast to the very slight effect of other B vitamins. That 

4 


Table 3. Effect of vitamin additions on biogenesis of folic acid activity. : 


p-ABA plus supplements Cencen PEeR eee mug folic acid activity : 
Pac a re I a nS Sad ee | a 
Ps be. (controll) Mea. 8s. nr aa 400 mpg. 102 | 
Piienting <6. ee, ae 100 yg. 117 | 
Ritoihyin to ee 100 pig. 121 : 
Nicotinic acide) fa) Emre 100 ug. 100 | 
Ca-d-pantothenate. ....... 100 wg. 108 ( 
Pyridoxine . pce Sia aot «ee ee 100 ug. 118 ' 
Viteaain 04) bic. eee Pere 80 mpg. 120 | 
Bioting cate: Shu) ae ee eer 100 mug. 224 


this effect of biotin was exerted because of its surface activity was 
inferable from the results obtained with Tween 80 (polyoxyethylene 
sorbitan monooleate) at a concentration of 0.1 per cent (Table 4), 


Table 4. Effects of biotin and Tween 80. | 


mug folic acid activity 


mug p-ABA 
per r In presence of ‘ 
No additi n presence of In presence of 10 mg Tween 80) 
paaeeeoutoEn er 10 mg Tween 80 100 myg biotin plus 
0 =< il 2 1 3 | 
200 67 168 143 160° # 
400 106 202 232 297 
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Stimulation of folic acid synthesis by biotin and Tween 80 is not additive 
and is therefore probably due to utilization of nutrients as a consequence 
of enhanced cell permeability through surface activation. 

The optimum concentration of Tween 80 was found to be 0.1 per cent 


and hence in subsequent experiments, this concentration of Tween 80 
was added to the medium. 


Table 5. Effects of other nutrients. 


Supplements Concentration per Folic acid activity 
10 ml medium mug 
None-p-ABA(Control). ...... 400 mug. 267 
Blutamic acids ows) 6) 5 os thal 150 mg. 262 
Adenie.. i... . . Sot ae ee 3 mg. 280 
"ODT AD ia SN eae Nie a ee 3 mg. 288 
“THETA, Soe SSP a eae Sted 3 mg. 278 
Pes NEDING! act dentrons + « ae oe 3 mg. 696 
BaSasLITINe rte. ese Ps sen 100 yg. 256 
Riboflavin... .... . Sere at fate 100 ug. 274 
Mitamin Bis 2 272): hae TEE 80 mug. 278 
Bartimicdoidity ts MS wa. t 5G 100 yg. 290 
BP COTIOIC A CIO we pera wae c ey eh ties ah to) se 10 mg. 260 
Animal Protein Factor Supplement * 20 mg. EDS 


| * Fermentation product from Aerobacter aerogenes (U.S. Industrial Chemicals 
Inc.). 
** Corrected for blank. 


The effects of certain other nutrient additions including glutamic acid, 
a moiety of the PGA molecule, are given in Table 5. 

Xanthine alone, among all the nutrients studied, showed stimulation 
of synthesis to the extent of 2.6 times over that with unsupplemented 
p-ABA;; other nutrients like adenine, guanine, uracil, glutamic acid etc. 
showed no effect on the synthesis. Benzimidazole, a purine antagonist 
(WoottEy, 1944), failed to inhibit xanthine stimulation even at equi- 
molar concentration. Xanthine may have formed a stimulatory substance 
not affected by benzimidazole. 

Xanthopterin decreases considerably the synthesis of folic acid by 
Aerobacter aerogenes (WRIGHT and SKkxragas, 1944). However, in L. ara- 
binosus, no effect of xanthopterin was observable, suggesting that 
stimulation by xanthine did not apparently occur through the pathway 
of xanthopterin. 


Sulphanilamide inhibition. 


Organisms requiring preformed p-ABA derivatives for growth are 
relatively insensitive to sulphonamides (LamPEN and Jonszs, 1946); thus 
the growth of Lactobacillus casei and S. faecalis R is not inhibited by 
sulphonamides in presence of PGA or thymine. LAMPEN and JONES 
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(1946b) have reported that sulphanilamide inhibition of growth 0: 
Enterococci and Lactobacilli is antagonised non-competitively by PGA, 
pteroyl-tri-glutamic acid or thymine; p-ABA shows a competitive typ 
of antagonism (LAMPEN and Jonus, 1947). They conclude that the pri- 
mary effect of sulphonamide inhibition is the synthesis of PGA and 
related compounds. 

After successively acclimatizing the etl strain of L. orabinige to 
increasing concentrations of sulphanilamide, a strain resistant to 300 mg 
per cent of sulphanilamide was obtained. The synthesis of folic acid 
activity by the normal and resistant strains in presence of and without 
sulphanilamide was studied (Table 6). At each level of p-ABA in presence 


Table 6. Synthesis of folic acid activity by sulphanilamide-sensitive and a 
strains of L. arabinosus. 


Normal strain Resistant SIA 


In presence of In eeenon Ura of 


—— a wiitienset 


POR Sees Basal medium sulphanilamide Basal medium sulphanilamide 
per 10 ug 10 yg 
a0 spas Folic Folic Folic Folic 
* acid acid acid : acid 
aoe activity 5 aiken activity oe activity Growth activity _ 
myg myg myg mug 
0 = Ni | | ON el i 
100 258 65 106 13 232 81 241 42 - 
200 262 140 128 27 238 182 235 76 @ 
400 260 221 152 41 240 262 238-. | 128 ; 
* Kuerr-Summerson photo-colorimeter readings. | 


of sulphanilamide, the folic acid activity synthesized decreased in both 
sensitive and resistant strains; the resistant-strain produced. more folie 
acid activity. The resistant-strain in absence of the drug synthesized 
more activity, as compared to the normal strain. This synthesis was 
independent of growth and was determined by the available conecHy 
tration of p-ABA. 

The reduced synthesis of folic acid activity in presence of sulphanill 
amide would point to an inhibitory action of sulphanilamide at thi 
step. The increased synthesis by the resistant-strain would also Se: 
adaptive enzyme formation during development of resistance. 


Synthesis by cell- “Suspensions. 

An attempt was-made to study the synthesis of folic acid- =a 
compound by respiring cells of L. arabinosus in a defined medium, 
Washed cells from a 24 hrs. grown culture of L. arabinosus equivalent to. 
‘10 mg dry weight were suspended in a medium consisting of 0.04 M 
phosphate buffer of py 6.8, glucose 0.1 M, sodium glutamate 0.01 M, 


| 
| 
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sodium acetate 0.06 M, salt solution B (Tepny and ELVEHJEM, 1945) 
5 ml. per cent and graded amounts of p-ABA. Casein hydrolysate was 
completely omitted from the medium. After incubation, the cultures 
were steamed for 15 mins., centrifuged and assayed. The folic acid 


activity synthesized in 24 hrs. by resting cells of L. arabinosus in pre- 


sence of graded amounts of p-ABA is reported in Table 7. To elaborate 


an appreciable synthesis, the amount of p-ABA required under these 
conditions is quite high compared to that required for growing cells. The 


synthesized activity was proportional to p-ABA added. 


Table 7. Synthesis of folic acid activity by respiring cells. 


p-ABA added per 10 ml. 


me CTUMIN OTs it) sites. 0.1 0.2 | 0.5 F 
Folic acid activity | 
_ synthesizedmug. .... . Nil. | 3 8 16 | 42 82 89 


The results with graded amounts of glutamate added to the medium 


and in presence of 5 ug of p-ABA per 10 ml. are given in Table 8. Glu- 
tamate was seen to be essential for synthesis of folic acid activity. At a 
concentration of 0.05 M glutamate, maximum synthesis was observable. 


Table 8. Effect of glutamate on synthesis by respiring cells. 


Glutamate concentration (molar) . 5 0 | 0.01 | 0.05 | 0.1 0.2 | 0.5 


| 
Folic acid activity mug... .... ciate | 41 | 74 | 77 | 69 | 72 


The effects of Tween 80 (0.1 per cent), biotin (1 ug per cent), and 
xanthine (0.03 per cent) were studied with respiring cells of L. ara- 
binosus; they were added singly or together to the simplified medium 
containing 50 wg per cent p-ABA and 0.05 M glutamate. Tween 80 or 
biotin showed no influence on the synthesis by the respiring cells. It is 
possible that their effects are seen only during active cell division. The 
stimulation by xanthine though definite is small compared to the effect 
on growing cells. 


Distribution of folic acid and citrovorum factor in cells and 
medium with Lactobacillus casei and Streptococcus faecalis R. 
L. casei and S. faecalis R were grown for 24 hrs. with known amounts 
of PGA, and the total folic acid and citrovorum factor (CF) activities 
were determined separately in the culture filtrates and in the cells after 
extraction with 0.5 per cent sodium thioglycolate according to STOKES 


and LarsEN (1945). CF activity was assayed with Leuconostoc citrovorum 


using Leucovorin (LEDERLE) as standard, the basal medium being that 
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of SAUBERLICH and BAUMANN (1948) with casein hydrolysate substituted 
for their amino acid mixture and with inclusion of tryptophane, cystine, 
cysteine, alanine, and glycine 100 mg each per litre. Total folic acid was 
assayed with S. faecalis R using PGA as standard. The results are given’ 
in Table 9. Most of the folic acid is utilised in the cells and converted 
to OF. The medium however, has little CF activity. 


Table 9. Distribution of folic acid and citrovorum factor between cells and medium with 
L. casei and 8. faecalis R. ae ; 


LD. casei ‘ | S. faecalis R 


PGA Medium | 


PGA 


CF | PGA 
mug 


mug mug 


45 


Discussion. are 
Growing as well as respiring cells of L. arabinosus synthesize compound 
(s) with folic acid activity in proportion to the amount of p-ABA added, 
Synthesis is maximum in about 48 hrs. with growing cells. Most of the 
folic acid active substance produced is present in the medium and 
very little in the cells. This is contrary to the findings of STOKES and 
LaRsEN (1945) who measured only free PGA in cultures of S. faecalis I 
incubated with pteroic acid and reported this to be present in the cell 
and not in the medium. With L. arabinosus, SARETT (1951) observed that 
the folic acid is present in the cells in a combined form and’ that the. 
medium has free folic acid activity. It is shown in a subsequent com-: 
munication (MITBANDER and SREENIVASAN to be published) that the folie | 
acid synthesized in the medium though present in unconjugated form | 
is a derivative of folic acid, active for L. citrovorum and probably: 
differing from the natural CF. In contrast, L. casei and S. faecalis R,, 
organisms requiring exogenous folic acid for growth, do not elabrate: 
appreciable CF activity in culture filtrates; most of the folic acid taken) 
in by the cells is present as CF. | 
Xanthine, of all the nutrients studied, shows a remarkable stimu: 
latory effect on synthesis of folic acid activity by growing and respiring} 
cells of L. arabinosus. The action of xanthine as precursor can only bes 
explained on the basis of its providing a component unit of the folic acidl 
molecule other than p-ABA and glutamic acid and hence presumably,, 
the pteridine moiety. Xanthopterin, however shows no effect on the 
synthesis. Recently Nimmosmirx and Brown (1953) have reported 
2-deaminopteroyl glutamic acid which otherwise acts as inhibitor 
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growth of S. faecalis R and L. casei substitutes for PGA in stimulating 
the suboptimal growth of L. casei supported by a mixture of thymine 
and purine in absence of folic acid. D. casei is thus concluded to be 
capable of aminating the compound. It is likely that in a similar way, 
xanthine is aminated in the 2 position by the organism after conversion 
to a pterin structure. The fact that xanthine but not guanine stimulates 
would mean that such amination, if it takes place, does not precede 
alteration of the purine into pterine. The inability of the purine antagonist, 
benzimidazole, to influence the action of xanthine may be explicable on 
the basis of the observation that benzimidazole analogue of PGA stimu- 
lates growth of S. faecalis R (Epwarps, StTartine, Marrooxs and 
SKIPPER, 1948). The possibility suggests itself that, analoguously to 
benzimidazole, xanthine may form a purine derivative of PGA stimu- 
latory to S. faecalis R. It has been reported that, in an Z. coli mutant 
requiring p-ABA, formation of PGA is dependent in some way on the 
presence of methionine, threonine, thymine and xanthine (TscHESCHE 
and CREMER-BARLETS, 1950). 

The effect of glutamic acid was observable with respiring cells of L. ara- 

binosus. Its effect on growing cells could not be assessed because casein 
hydrolysate was used in the medium. Glutamate is therefore essential 
for folic acid synthesis. It has been shown to stimulate synthesis of 
L. casei factor by Streptobacterium plantarum (NimmosmirH, LASCELLES 
and Woops, 1948). 
Tt is pertinent to state here that an autoclaved aqueous solution of 
xanthopterin and glucose with p-aminobenzoylglutamic acid reportedly 
supplies the folic acid requirements of L. casei and S. faecalis R (ELIon, 
Hrrcutes, SHERWOOD and VaNDERWERFF, 1950). 


Summary. 


A compound with folic acid activity is synthesized by growing as well 
as respiring cells of Lactobacillus arabinosus in the presence of p-amino- 
benzoic acid. The essentiality of glutamic acid is seen in studies with 
respiring cells. 

The free folic acid activity elaborated by Lactobacillus arabinosus 
reaches its maximum in about 48 hrs. and is present mainly in the culture 
filtrate. 

Additions of Tween 80, or biotin and of xanthine show marked stimu- 
lation of the synthesis of folic acid activity. 

With the organisms Streptococcus faecalis R and Lactobacillus caset, 
requiring exogenous folic acid for growth, it is seen that the entire folic 


acid activity resides in the cells and as citrovorum factor. 
5* 
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Sulphanilamide inhibits the synthesis of folic acid activity by Lacto: 


bacillus arabinosus. 
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Synthesis of a substance exhibiting citrovorum factor 
activity by Lactobacillus arabinosus 17-5. 
By 
VY. B. MITBANDER and A, SREENIVASAN. 
With 1 figure in the text. 
(Hingegangen am 19. Juni 1954). 


Folic acid occurs in natural sources (SAUBERLICH and Baumann, 1948; Bonn, 
Barpos, SrpLey and Suive, 1949) and in fermentating liquors (EMERy, Lens and 
WALKER, 1950) in the form of a physiologically active citrovorum factor (CF). The 
established relationship of this factor to pteroylglutamic acid (PGA) (Sutve, Bar- 
Dos, Bonp and Rogers, 1950; BRoquist, StoKsTap and JuKEs, 1950) was followed 
oy its synthesis from PGA (folinic acid: FLynn, Bonp, Barpos and Sarvs, 1951; 
and Leucovorin: BRocKMAN ef al., 1950) and isolation from liver in crystalline form 
KKERESZTESY and SILVERMAN, 1951). While there are reports on the in vivo and 
m vitro synthesis of CF in animal organisms and tissues (SAUBERLICH, 1949; 
NicHoL and Wetcu, 1950; Dinrricu, Monson and ELvenJem, 1951, 1952; Drys- 
DALE, BETHEIL, Larpy and ELvensem, 1951 ; SWENDSEID, WRIGHT and BETHELL, 
L952 ; MrrpanpeR and SREENIVASAN, 1953), observations with microorganisms 
aave been relatively few (HmNDLIN, KoprrscHEK and Soarzs, 1953; Broguist, 
KOHLER, HutcHison and BuRCHENAL, 1953; Fotny and Hatxy, 1953). 


In a previous communication (MITBANDER and SREENIVASAN, this 
journal, 1954) the synthesis of folic acid activity by growing and res- 
airing cells of Lactobacillus arabinosus 17-5 was reported. These 
studies have been continued and it is now shown that the factor syn- 
hhesized has CF activity. 


Experimental. 


L. arabinosus was grown in the basal medium containing p-aminobenzoic acid 
p-ABA) in presence of 0.1 per cent Tween 80 (a polyoxyethylene sorbitan mono- 
leate) which stimulates elaboration of folic acid activity (cf. MrrpanDER and 
SREENIVASAN, this journal, 1954). After 48 hrs. of incubation, the tubes were 
teamed for 15 mins. and centrifuged. Thesynthesized active substance in the superna- 
ent was assayed separately with Streptococcus faecalis R and Leuconostoc citrovorum 
American type culture collections No. 8081) as test organisms. In both cases, 
ctivities were determined in terms of Leucovorin (LEDERLE) as reference standard. 
The medium for S. faecalis R was the modified one used earlier (MirBanDER and 
SREENIVASAN, this journal) and activity is referred to as SLR activity in order to 
ifferentiate it from CF activity as determined with L.citrovorum. For the latter orga- 
ism, the basal medium used was that of SAuBeRLicnw and Baumann (1948) with 
asein hydrolysate substituted for the amino acid mixture and supplemented with 
0 mg. in 100 ml each of alanine, cystine, cysteine, glycine and tryptophane. With 
GA as standard against the assay organism, S. faecalis R, activity is referred to 
s PGA activity. Growth in all assays was determined turbidimetrically after 
0 hrs’. incubation, using a KLert - SumMERsoN photo-colorimeter with filter 660 my. 
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Results. 
Establishment of OF activity. 
The synthesis of CF active substance from graded amounts of p-ABA ii 
culture filtrates of L. arabinosus is shown in Table 1. It may be seen th 
appreciable CF activity is produced which, like folic acid activity (M1 
BANDER and SREENIVASAN, this journal, 1954) is related to the p-AB. 
content of the medium. 


Table 1. Synthesis of CF activity from pABA. 


p-ABA added 


pertib aakemaatumn SLR activity CF activity 
mug. myg. mug. 
0 ze. aS 
50 27 rf 
100 62 15 
200 95 32 
400 142 60 
600 158 72 


Xanthine, among various nutrients studied, gives a twofold stimula 
tion in the synthesis of CF activity which generally parallels folic aci 
activity (Table 2). The xanthine culture filtrate was employed in + 
following studies for the characterization of the factor. 4 


Table 2. Effects of various supplements on CF synthesis. | 
} ; 
foie, | eta ae ol) 
Nonep-ABA (Control) . . 400 myg. 148 71 
Adenine:) =. 002" °°" wae 3 mg. 122 74 : 
Guanine» inicio. eee BO ct 131 76 | 
Ranthine so) nuns soars 3 mg. 341 149 : 
Trad 21421 24 ae 3 mg 102 64 ' . 
Thiamine. «1. cilia 100 ug 117 59 § 
Riboflavin: 6 «vieiatae 100 wg 134 81.8 
Nicotinie'acid». 9.4... + 100 ug. 138 79 
Pyridoxine :) «cine: 100 wg. 114 60 
Vitemin: Byg.** sf. Ag 100 mug. 124 76 } 
: 
| 


Acid-labile nature. 

Various reports (Bonp, Barpos, Siptey and Suivez, 1949; Sumy) 
Barpos, Bonp and Rogsrs, 1950; Brockman et al., 1950; BRoQUIS! 
Stroxstap and Juxus, 1950) point to loss of CF aatietiy on mild ac? 
hydrolysis. The xanthine culture filtrate was treated with 0.1 N hyde 
chlorie acid (py 2.0) and kept at room temp. for 24 hours. The sa 
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was then assayed at py 7. Comparative values with Leucovorin and 
Reticulogen (Linxy), a natural source of CF, at equivalent sondontysidens 
and after similar treatment are given in Table 3. 


Table 3. Effect of acid (py 2) on CF activity. 


KLETT-SUMMERSON photo-colorimeter readings 


; CF source 
' (equivalent to 20 mug. CF Initially After acid treatment 
activity) 
L. citrovorum | S. faecalis R LI. citrovorum S. faecalis R 
Xanthine culture | 
filtrate... .. $8219 mii? aad?2 22 168 
MeucOVOTiN. <.. .:+... 92 ra 126 14 114 
Reticulogen .....)| 107 | 198 12 189 


The activity of the xanthine culture filtrate factor for Z. citrovorum is 
mostly destroyed on acid treatment, while the activity of S. faecalis Ris 
affected very little. Similar results are observed for Leucovorin and 
Reticulogen. 


Inhibition nadaste: 


. Folic ES reverses competitively the growth inhibition of Lactobacillus casei by 
methyl folic acid (RogERs and Surve, 1948), but liver extracts, both crude and 
refined, which also prevent toxicity in a competitive manner are nearly 15 times 
more active than can be accounted for on the basis of their folic acid content. It has 
been reported (Bonp, Barpos, Srstey and Sutve, 1949) that, depending upon the 
time of incubation and concentration at which the comparison is made, CF is from 
10 to 100 times as active as folic acid in preventing the toxicity of methyl folic acid 
for S. faecalis R. 


Table 4. Comparison of the effects of the xanthine culture filtrate factor, PG-A, Leucovorin 
and OF concentrates on growth inhibition and acid production by S. faecalis R in 
presence of methyl folic acid. 


Xanthine Cul- | 


A 
A i eticulogen Rat’s urine 
2 x PGA Peeoualirnte Leucovorin R g 
sss 
aA S oS | a qd. a. 
Ee Es S s 2 5 2 5s S 23 2 
= 2 = ~~ ~ 
Bes | 62/83.) £8) 22.| 22 | S24] £2 | S85] 23 | S25 
= | 5 a = 
afe| Of | 458) 8 | 488] $2 | 4hA| C2) 4a8| Of | a88 


5 — 0.4 z 1.8 9 2,1 56 4.6 52 4.3 
10 9 1.4 15 3.2 16 3.9 84 6.1 79 6.4 
20 18 3.2 31 5.9 37 6.9 | 104 8.3 | 102 8.1 
40 34 5.4 68 7.2 78 7.8 128 9.2 | 119 9.3 
60 50 6.8 82 8.2 90 8.4 | 139 | 10.6 | 132 | 10.2 


80 62 8.1 98 8.8 | 102 9.8 = =, | = a= 


1 Growth was measured with a Kuert-Summerson photo-colorimeter after 


24 hours. 
' 2 Acid production was determined after 72 hours in terms of 0.1 n NaOH. 


i] 
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The activity of the xanthine culture filtrate factor in overcoming the 
growth inhibition of S. faecalis R by 7-methyl folic acid (1 ug. per ml.) 
was studied (Table 4) and compared with PGA, Leucovorin and natural 
sources of CF (Reticulogen and Rat urine: SAUBERLICH, 1949). 

The xanthine culture filtrate when compared on an equivalent folic 
acid potency, is more active than PGA and almost equal to Leucovorin 
in overcoming the inhibition of growth of S. faecalis k by the antagonist. 
Reticulogen (SAUBERLICH and BAuMANN, 1948) and rat urine (SAUBER-_ 
LIcH, 1949) used as CF sources are more active than the xanthine’ 
culture filtrate factor. Acid production, at the end of 72 hours, shows a 
similar trend. The possibility that the greater response of the organism 
to the synthesized factor may be due to a curtailment in the lag period 
for growth seems therefore ruled out. 


Distribution of the factor between water and n-butanol. 
Distribution of CF active material between n-butanol and water phases 
is dependent on pq (BRoquist, StoKsTap and JuxkEs, 1950; KERxESz- 
TESY and SILVERMAN, 1950). The xanthine culture filtrate factor, PGA 
and reticulogen were extracted with n-butanol, after adjustment to 
various px values and the PGA activity in the aqueous layer was deter 
mined with S. faecalis R (Table 5). It would seem that the factor 
synthesized by JL. arabinosus again exhibits properties intermediate 
between those of PGA and natural CF. 


Table 5. Distribution of activities between n-butanol and water. 


Effect of ascorbic acid on the synthesized factor. 


The xanthine culture filtrate factor was autoclaved with neutrali 
ascorbic acid (AA) at 120° C for one hour and assayed for PGA and C 


Total PGA PGA activity in = : 
ve. Sources activity Per cent activity. 
mug. Aqueous layer n-butanol in n-butanol 
myrg. mpg, 
IPGAS ae eee 1000 380 620 62 
2.0 | Xanthine cul- 
| ture filtrate . 600 294 306 51 
Reticulogen . 200 104 96 48 
PGA “Ve ae 1000 522 478 48 
5.0 Xanthine cul- 
| ture filtrate . 600 471 129 22 
| Reticulogen . 200 190 10 5 ; 
PGA tac coral 1000 710 290 29 
7.0 Xanthine cul- 
ture filtrate . 600 526 74 13 : 
Reticulogen . 200 202 = —— ‘ 
4 
zed 


. 
. 
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activities (Table 6). CF activity is seen to increase on autoclaving with 
ascorbic acid, PGA activity remaining unaltered. 


Table 6. Lffect of ascorbic acid on CF activity of xanthine culture filtrate. 


Autoclaved without With ascorbic acid (10 mg./ml.) | Autoclaved with ascorbic acid 
ascorbic acid but without autoclaving (10 mg./ml.) 
PGA CF PGA CF PGA CF 
activity activity activity activity activity activity 
myug. myug. mug. mug. mug. mug. 
530 | 129 542 | 142 520 | 298 


That ascorbic acid enhances the ability of several microorganisms to 
convert folic acid to a substance possessing CF activity has been reported 
(BRoguist, KoHLER, Hutcuison and BurcHENAL, 1953; FoLEy and 
HAuey, 1953). It is also known that hydrogenation of PGA with AA 
followed by autoclaving results in CF activity (SHtvE, Barpos, Bonp 
and RoceErs, 1950). The effect of AA in these cases was non-specific. In 
the present experiments with L. arabinosus, however, other reducing 
agents, cysteine, thioglycolate and glutathione could not replace AA in 
its effect. 

In view of the fact that a feceare assay (referred to later) 
revealed only one spot for a CF-active compound and gave no evidence 
for the presence of PGA in the xanthine culture filtrate, the possibility 
that increased CF activity on autoclaving with AA resulted from a con- 
version of any free PGA present to CF activity during this procedure 
would seem ruled out. The culture 
filtrate may contain a CE-active culture Ata 
compound together with an inter- pinex 
mediate which is transformed into 
CF activity on autoclaving with 
AA. An alternative possibility is 
that the CF-active compound in 
the culture filtrate is converted 
by AA into a more active product 
for L. citrovorum. 


Kle#t- Sunmerson Readings 
ae 
§ g 8 Ss 


NS 
is) 


Dose-response curve. 


While assaying the xanthine 0 7 PRP OOS T 5 
Gulture filtrate with S. f aecalis Fe Fig. 1. PGA in myg.; Xanthine culture filtrate 
as the test organism, we observed in mls. Dose response curve. 
that there is a difference in the 
response of growth to concentration from that towards PGA. The xanthine 
culture filtrate was diluted to a volume such that varying doses of the 
filtrate could lie in the range of PGA with which it was compared. At lower 
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levels, the xanthine culture filtrate was less active than PGA while at 
higher doses it showed more SLR activity (Fig. 1). Since the difference 
in response of the organism might be due to the presence of inhibitors or 
activators in the xanthine culture filtrate and/or to a difference in its 
behaviour further bioautographic studies were undertaken. . 


Bioautographic analysis. 


The technique followed was based on that developed by WinsTEN and EIGEN 
(1948). The xanthine culture filtrate and solutions of PGA and Leucovorin were put 
spotwise on paper strips, and chromatograms were developed for 18 hours at room 
temp. in n-butanol-acetic acid-water 4:5:1 (PARTRIDGE, 1948) system by des- 
cending chromatography. Later it was observed that use of 0.1M phosphate buffer 
of px 7.0 (ZAKRZEWSEI and NicHoL, 1953) resulted in better development of the 
chromatogram, good resolution being obtained in 4—5 hours. Strips were allowed 
to dry and laid on agar basal medium seeded with S. faecalis R. The use of 0.1 pei 
cent triphenyltetrazolium bromide added to the medium helped to make spotti 
easy because of its reduction to a red substance at the region of growth. 


The results (Re values) of the bioautographic analysis are given in 
Table 7. The Rr value of xanthine culture filtrate falls between tho e 
of PGA and Leucovorin with n-butanol-acetic acid-water used as sol- 
vent. With phosphate buffer as solvent, the factor apparently travels 


+ 
> 


Table 7. Identification of the factors by bioautographic analysis. 4a 
1 Ry value a. ; : 
Sample ; | 
With n-butanol-acetic | With 0.1 M phosphate 
acid-water as solvent buffer as solvent 
PEAY. a ee 0.46 0.58.39 
enCOVOrIN a. oe see eee 0.58 . 0.87 ; 
Xanthine culture filtrate. ..... | 0.51 0.92. 


faster than the rest giving a high Ry value. Repeated assays with 
different samples of L. arabinosus culture filtrate with or without xa: 
thine added to the medium did not show the presence of more than : 
single spot. The factor elaborated is thus apparently different from 
leucovorin (whose identity with natural CF has been shown except for 
its optically being a mixture of the D and L isomers — SAUBERLICH. 
1952). There is also no free PGA in the filtrate. There are reports of new 
growth factors for L. citrovorum other than leucovorin (LASCELLES and 
Woops, 1952; WinstEN and Eran, 1950; Drrrricn, Monson and EL 
VEHJEM, 1952; SARETT, 1951; Docror and Covcn, 1953). : 
Nucleic acid synthesis. i 
From replacement studies (StoKus, 1944) and inhibition analysis (RoGERs | 


Surve, 1948) with microorganisms requiring folic acid, it has been inferred that the 
vitamin is concerned in the biosynthesis of purines and of thymine. More directly 
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it has been shown to be involved in nucleic acid synthesis in L. casei (PRUSOFF, 
Trpiy and Kine, 1948; Rece and Sremntvasan, 1950, 1954). 

Woops (1950) has postulated that folic acid exerts its effect by three different 
routes, each probably needing a different form of the vitamin. The metabolites 
concerned are thymine and its derivatives, amino acids and their derivatives, and 
purines and related compounds. 


The effect of xanthine culture filtrate factor on nucleic acid synthesis 
in L: casei was compared with that of PGA and Leucovorin. 


The medium of Trrty and Etvensem (1945) for L. casei was used without 
peptone, p-ABA, purines and pyrimidines. The purines and pyrimidines were 
omitted from the medium, because the effects of the vitamins were observed better 
in their absence (RuGE and SREENIVASAN, 1954). 

Tke technique and other details of procedure were essentially those followed by 
ReGeE and SREENIVASAN (1954), 


Table 8. Effects of PGA, leucovorin and xanthine culture filtrate factor on nucleic acid 
synthesis in L. caset. 


Total 
Supplement to 100 ml. Cell mass | Nitrogen nucleic PNA DNA 0.1 N acid 
~ basal medium g./1. per cent acids per cent | per cent | per 10 ml. 
| per cent | 
PGA, bmg. fk is ce 0.22 9.46 72 ecteint 20 £52" aie 
PGA, 200 mug... . .| 0.47 9.04 12.00 9.32 2.68 10.7 


Leucovorin}', 200 myg..| 0.45 9.02 | 11.96 9.30 2.66 10.2 
Xanthine culture | 
filtrate factor, 

AUDIT 8 ae 0.49 | 9.12 12.02 9.34 2.68 10.6 


1 Concentrations are expressed in terms of PGA as compared with S. faecalis R. 


The results (Table 8) indicate a depression in both DNA and PNA 
content of cells as a result of PGA-deficiency. The observations are in con- 
formity with earlier work (PRusorr, TepLy and Kine, 1948; RecE and 
SREENIVASAN, 1950). Thi sdeficiency isrestored by PGA, leucovor in or the 
xanthine culture filtrate factor to the same extent. No difference in 
activities between these factors is observed in respect of nucleic acid 
synthesis. 

Work is in progress Palatina to the amino acid make-up of cells of 
L. casei with the different sources of folic acid. 


Synthesis of OF activity by respiring cells of L.arabinosus. 


Respiring cells of L. arabinosus synthesize a folic acid active sub- 
stance from p-ABA in a buffered medium of px 6.8, containing sodium 
glutamate, sodium acetate and inorganic salts (MITBANDER and SREENI- 
VASAN, this journal, 1954). The synthesis of CF activity under these con- 
ditions was followed. OF activity was assayed with L. citrovorwm using 
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Leucovorin as standard. Other details of assay were as before. The 
CF activity elaborated is proportional to the p-ABA added (Table 9). 


Table 9. Synthesis of CF activity by respiring cells. 


p-ABA added per 10 ml. | | 
rio linen (V/A) oc) a ke Se 0.5 iI 2.5 5 20 


CF activity 
synthesized (mug.) .. . 2 9 28 48 62 


Effect of ascorbic acid and formate. 


An essential role of reducing agents in the formation of CF is recognized. 
Nicuot and Wetcu (1950a) noted that ascorbic acid as well as glucoascorbic acid 
favoured the formation of CF from PGA by rat liver slices; the effect of ascorbic ~ 
acid on the synthesis of CF from PGA by microorganisms has also been observed — 
(Broquist, KontEr, HutTcHison and BurcHENAL, 1953; Fotny and Haury, 1953). — 

The effects of ascorbic acid and formate on CF activity elaborated by — 
respiring cells of DL. arabinosus from p-ABA are shown in Table 10. — 
Ascorbic acid considerably enhances the synthesis of CF activity. For- 
mate by itself has no effect; the effect of ascorbic acid is, however, con- — 
siderably augmented by formate. ; 


Table 10. Hffects of ascorbic acid and formate on synthesis of CF activity. 


Concentration per CF activity synthesized q 

Supplements 10 ml. medium p-ABA level 20 ug./10 ml. 

mg. myg. | 

L.aControlae. «7-5 Stas eine — 74 | 

Ze -ASCOLDIC CIC! aay. salen 10 142 | 
3. LOPMBTON «8 aoeeene 10 82 

4. Ascorbic acid plus 

formate.) 4 Lectin sa a5 10 (each) 208 


LAScELLES, Cross and Woops (1951) observed CF synthesis from 
PGA by Streptococcus faecalis R in the presence of formate and glucose. A _ 
number of “formyl” precursors were tested for their ability in effecting such — 
conversion either by themselves or in presence of ascorbic acid (Table 11). — 


Table 11. Effects of “formyl” precursors on synthesis of CF activity. 


CF activity 
Concentration per aan 
Supplements 10 ml. medium without in presence of 
| ascorbic acid ascorbic acid 10 mg, 
myvg. mug. 
None-(p-ABA) ..... 20 wg. 80 142 
FUGPED UEC oe sates Wis 10 mg. 87 202 
NGI ORO Bel es al we 10 mg. 77 138 
BArcOsiiol.* tele vis se 10 mg. 72 118 
ESSHGINe 1G ee ee 10 mg. 78 191 
Bermoaey ss trees ets PS 10 mg. 84 244 
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Serine (Mrroma and GREENBERG, 1952) and histidine (ToporEK, MILLER 
and Baur, 1952) are comparatively better than the other compounds 
tried. Since this work was completed, Broguist et al. (BRoQUIST, 
Kouuer, Hurconison and Burcuenat, 1953), have reported on the 
favourable effects of AA and formate or serine on CF synthesis by 
resting cells of an amethopterin-resistant strain of S. faecalis R. They 
suggest that AA may function by protection of a labile intermediate in 
the conversion. 


Effects of antagonists on the establishment of OF activity. 


Sulphanilamide blocks the synthesis of folic acid activity (MrrBANDER 
and SREENIVASAN, this Journal) from p-ABA. Aminopterin interferes 
with the synthesis of CF from PGA in vivo and in vitro by rat liver 
slices (NicHoL and WeEtcH, 1950b) and by blood (MrrsanpER and 
SREENIVASAN, 1953) as well. The effects of these antagonists on the 
synthesis of CF activity from p-ABA and PGA by respiring cells of 
L. arabinosus were studied, and results are given in Table 12. 


Table 12. Effects of sulphanilamide and aminopterin on synthesis of CF active substance 
by respiring cells. 


PGA 265 ng./10 ml. medium | p-ABA 25 vg./10 ml medium. 


Supplements per 10 ml. medium 
CF activity in myg. 


BONG) Ae deseh ale vapties Soret) 3 74 118 
Aminopterin 1l5yug. ..... 4 71 
Sulphanilamide 25ug..... 39 13 


- The concentration of aminopterin used was such that in the dilutions 
employed it did not interfere with CF assay by L. citrovorwm. The values 
thus represent true CF activity. Sulphanilamide reduces synthesis of CF 
activity from p-ABA to a greater extent than from PGA. Aminopterin 
completely blocks the conversion of CF from PGA and sulphanilamide 
has a less pronounced effect in this conversion. 


Discussion. 

Growing as well as respiring cells of L. arabinosus elaborate CF acti- 
vity from p-ABA. Studies by inhibition analysis, distribution between 
solvents and bioautographic assays would point to this factor syn- 
thesized being related to but not identical with CF. LasceLies and 
Woops (1952) have concluded that the factor elaborated by Bacterium 
coli or Staphylococcus aureus is not identical with PGA or CF. The same 
conclusion has been drawn by Sarert (1951) in studies with L. ara- 
binosus. WINSTEN and ErGEN reported that the incubation of rat stomach 
homogenate with folic acid led to increase in the amount of a growth 
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factor for L. citrovorum. The presence of two growth zones possessing 
CF activity, one of them identical to CF, have also been shown in the 
activity produced by chick liver (DreTricH, Monson and ELvEnsEm, 
1952). The elaboration of a factor active for L. citrovorum but not 
identical to CF by leucocytes from human bone marrow (SWENDSEID, 
Wricut and BETHELL, 1952) and by rat blood (MITBANDER and SREENI- 
VASAN, 1953) from PGA has also been reported. The occurrence of a 
closely related or identical form of CF conjugate has been reported ir 
yeast extract, liver fraction L and chick liver (Doctor and Coucu, 1953). 
Bioautographic analysis of the enzyme-digested yeast extract revealed 
a striking difference in growth zones between the action of chick pan-— 
creas enzyme and hog kidney enzyme. 

CF overcomes growth inhibition of L. casei, S. faecalis R and L. citro- 
vorum by folic acid antagonists. The inhibition by the antagonists may 
involve a block in the pathway of PGA—CF. Aminopterin inhibits the 
formation of CF from PGA by rat liver slices (NicHOoL and WEtcxH, 1950b) 
and rat blood (MitBaANDER and SREENIVASAN, 1953). Partial inhibitio 
by sulphanilamide of CF activity from PGA and total inhibition from 
p-ABA would suggest that in the metabolism of L. arabinosus PGA isa 
step in conversion to CF activity. 


Summary. i 


Growing and respiring cells of Lactobacillus arabinosus elaborate citro 
vorum factor activity from p-aminobenzoic acid. Pteroylglutamic acid 
is a step in this conversion. 

That the activity synthesized is apparently different from the citro- | 
vorum factor is inferable from observations on inhibition analysis, diffe. 
rential distribution between immiscible solvents at various pH a 


bioautographic studies. 
Ascorbic acid aids in the synthesis of Stroy Opin fdotor active substance, - 
Formate and “formyl” precursors have stimulatory effect on this synthesis 


but only in presence of ascorbic acid. ; 
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(Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Instituts fiir Garungsgewerbe 
und der Technischen Universitat Berlin-Charlottenburg.) 


Beitriige zur Biologie und Systematik der Kahmhefen. — 


Von 
S. WINDISCH. 


(Hingegangen am 24. Juni 1954.) 


Unter Kahmhefen versteht man bekanntlich Hefen, die auf Flissig- 
keiten Haute bilden kénnen. 


Solche Kahmhefen sind einerseits auf Garungsgetranken wie Bier und Wein 
sowie auf Obstsaiften und ahnlichen Lésungen und andererseits auf Sauergemiisen 


als ein Schénheitsfehler sind und seine Qualitét beeintrachtigen, ist schon lange | 
bekannt. So erwahnt ScunecG die Kahmhefen Mycoderma und Willia (heu 
Hansenula) als Bierschadlinge, nicht ohne wiederholt zu betonen, wie selten sie 
seien. In neuerer Zeit sind bierschadliche Kahmhefen aber nicht selten gefunden 
worden. WiuEs hat 1950 berichtet, daB8 er Kahmhefen der Gattungen WM ycoderma 
Pichia und Candida in Bier gefunden hat. WALKER u. WiLEs halten diese Hefen 
fiir Schadlinge oder mindestens fiir Infektionsanzeiger, weil sie oft mit Saure bilden- 
den Bakterien zusammen vorkommen. Verf. hat kiirzlich nachgewiesen, in welche n 
MaBe Kahmhefen der Arten Pichia membranaefaciens, Candida mycoderma | 
Candida krusei bierschadlich sind. Kinige Angaben tiber die physiologischen Bigen- 
schaften ihrer Kahmhefen, die WALKER u. Wixzs veréffentlicht haben und iiber 
die noch zu reden sein wird, waren mit der Anla8 zu vorliegenden Untersuchungen, 
Als Kahmhefen, die iiberhaupt in Bier vorkommen, galten bisher Arten der 
Gattungen Pichia, Mycoderma und Hansenula. Die Gattung Hansenula Sypow ist 
1951 und 1952 von WickERHAM und von LoppER u. KREGER -VAN RiJ eingehend| 
behandelt worden. Die Gattung ist klar definiert und daher gut bestimmbar und 
soll hier nicht weiter behandelt werden. Verf. hat gezeigt, daB der Kreis der in Bier 
und anderen Garungsgetrinken auftretenden Kahmhefen gréBer ist, als bisher an- 
genommen worden ist. Eine gréBere Anzahl Candida-Arten sind es vor allem, die’ 
Kahmhefecharakter haben oder haben kénnen. Zu der Gattung Candida he 
nach LoppER u. Krecer-van Rig u.a. 2 Arten, die typische Kahmhefen sin 
deren Eigenschaften und Bedeutung ebenso wie ihre systematische Stellung und 
ihre Verwandtschaft mit anderen Arten aber noch wenig klar sind; es sind Candida’ 
mycoderma und Candida krusei. 4 
In Sauergemiisen und ihren Saften (Sauerkraut, sauren Gurken, Bohnen und der- 
gleichen) sind schon wiederholt Kahmhefen gefunden worden. Uber die alteren Arbei- 
ten hiertiber berichteten Mraxk u. Bonar. Sie haben zusammengefaBt ergeben, daB: 
in Laken, die Salz und mehr oder weniger Saéure enthalten, Arten der Gattungen 
Mycoderma, Pichia und Debaryomyces vorkommen, und zwar Debaryomyces immer 
dann, wenn ein hdherer Salzgehalt vorliegt. Die noch offenen Fragen um die 
Debaryomyces-Gruppe sollen uns hier auch nicht beschaftigen; die 3 Arten Pichia 
membranaefaciens, Candida mycoderma und Candida krusei im Sinne yon LopDER 
u. Kreaer - van Riv bieten vielmehr den Stoff fiir nachstehende Untersuchungen. 


| 


| 
| 
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Wihrend LoppErR noch 1934 6 Arten von Mycoderma anerkannt hat, 
hat sie alle Arten, auch die, die seit 1934 noch neu hinzugekommen sind, 
1952 zu einer einzigen Art, Candida mycoderma, zusammengefaBt. Mit 
der Zusammenfassung der Mycodermen als Candida mycoderma steht die 
Behauptung von Baurtatv, da Mycoderma Ascosporen bilde, im Wider- 
spruch. Es soll daher hier versucht werden, 


1. die Sporenbildung der M ycoderma-Hefen namentlich an den Staém- 
men, die Battatv selbst untersucht hat, nachzupriifen und 


2. eine gréBere Anzahl von Stémmen zu vergleichen, um 

a) zu einer besseren und klareren Abgrenzung der 3 Arten Pichia 
membranaefaciens, Candida mycoderma und Candida kruset gegeneinander 
zu kommen und 

b) festzustellen, ob zur Unterscheidung von Stéammen der 3 Arten 
noch andere Merkmale gefunden und verwendet werden kénnen als die, 
die bisher bekannt sind. 

Eine der gré8ten Schwierigkeiten bei der Bearbeitung und Bestim- 
mung von Kahmhefen aus dem hier gemeinten Bereich ist nimlich ihre 
ausgesprochene Merkmalsarmut, wenigstens beziiglich der tiblicherweise 
bei Hefen herangezogenen Merkmale. Solche Hefen, die offensichtlich 
auf Grund ihrer Eigenschaften nicht zu dem engeren Kreis der hier zu 
behandelnden Hefen gehéren, sollen 

3. kurz behandelt werden, um die Unterschiede gegen die klassischen 
Kahmhefen schirfer herauszuarbeiten oder wenigstens auf die Unter- 
schiede hinzuweisen. 


Die untersuchten Stamme. 


15. Candida krusei (aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures Baarn, Hol- 
land). — 16. C. krusei (aus Fut erhefe Waldhof). — 17. C. krusei Stamm T 16 (aus 
Butter in Weihenstephan). — 18. C. krusei Stamm 2086 (ebenso). — 19. C. kruset 
var. vanlaeriana T 25 (aus Butter in Weihenstephan). — 20. M ycoderma valida 
(I. f. G.). — 21. M. bispora von Aphis mali (Sch.). — 22. M. valida von Aphis 
persicae (Sch.). — 23. M. species Mahou (aus einer Madrider Bierhefe). — 24. M. 
cerevisiae (I. f. G.). — 25: M. species (von GisTL aus dem Inst. f. angew. Botanik 
Miinchen). — 26. M. bispora von Rhagiwm inqusitor (Sch.). — 27. M. 69514 (aus 
Bier, wiss. Station f. Brauerei in Miinchen). — 28. ,Protol anomalus‘‘ (I. f. G.). — 
29. Kahmhefe aus Jopenbier (I. f. G.). — 30a. Kahmhefe aus einer Stuhlprobe 
Nr. 554 (von Dr. Stars, Wiirzburg). — 33. C. krusei var. vanlaeriana C 5 (I, f. G.). 
— 34. C. krusei C 3 (I. £. G.).— 35. C. bruset C 4 (I. f. G.). — 36. Mycoderma Beriana 
von Lambie (I. f. G.). — 37. M. variabilis (I. f. G.). — 40. Kahmhefe aus Sauer- 
kraut (aus einer Berliner Fabrik). — 4/a. Kahmbhefe von gezuckerten Orangenschaien- 
— $5. M. bispora 1 (= M. valida Leberle) (Sch.-B.) — 56. M. bispora 2 (=M. cere. 
visiae var. gallica [Leberle] Lodder) (Sch.-B.). — 57. M. bispora 3 (= M. cerev. 
Desmaziéres) (Sch.-B.). — 58. M. bispora 4 aus Geisenheim (Sch.-B.). — 59. M. 
bispora 5 (= M. aus Sherry) (Sch.-B.). — 60. M. bispora 6 (= M. vini 35) (Sch.-B.). 
— 61. M. bispora 7 (= M. vini 10) (Sch.-B.). — 62. M: bispora 9 (M. decolorans 
Will) (Sch.-B.). — 63. M. bispora 12 (Sch:-B.). — 64. M. species Ducleaux (Sch.). 
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— 65. M. vini Stamm 12 (Sch.). — 68. M. cerev. var. pulverulentum (Sch.). — 
69. M. vanlaeriana (Sch.). — 70. M. arborescens Kufferath (Sch.). — 71. M. bispora 
8 (= M. Chevalieri Guill.) (Sch.-B.). — 72. M. tetraspora 1 (= M. vini 15) (Sch.-B.). 
— 73. M. tetraspora 2 (= M. vini 21) (Sch.-B.). —74. M. tetraspora 3 (= M. lambica 
Lindner u. Genoud) (Sch.-B.). — M. tetraspora 4 (= M. lafarii Janke) (Sch.-B.) 
— 119. C. kruset 56 (L.). — 120. C. kruset 57 (L.). — 121, C. krusei 58 (L.). — 122. 
C. krusei 3080 (L.). — 123. M. tetraspora 60 (L.). — 124, kahmhefeahnlicher Pilz 57 
(L.). — 125. Kahmhefestamm 52 (L.). — 126. girende Kahmhefe 98 (L.). —168. 
(Mielke 56) Kahmhefe (aus HO-Butter isoliert). — 169. (Mielke 32) Kahmhefe (von 
eingelegten Gurken). ; \ 

Abkiirzungen: C. = Candida; M. = Mycoderma. I. f. G. = Institut fiir Garungs- 
gewerbe; L. = Lembke, Kiel; Sch. = Schanderl, Geisenheim ; Sch.-B. = Schanderl, 
aus Baltatus Sammlung. a 

Von diesen 52 Stimmen stammen demnach 22 Stiémme aus dem Botanischen 
Institut in Geisenheim und davon 14 aus Batratus Sammlung. 8 Stamme habe ich 
aus dem milchbakteriologischen Institut Kiel erhalten, 10 weitere Stamme waren 
in der Sammlung des Instituts fiir Garungsgewerbe vorhanden und 10 Stamme ~ 
wurden neu isoliert, nimlich die Nummern J6, 17, 18, 19, 23, 27, 40, 41, 168 und 169. ; 
Nachdem alle 52 Kulturen genau auf ihre Reinheit gepriift worden 
waren, wurde das Girvermégen nach der Methode von GUERRA (wel. 
Winpiscu, 1945/46) untersucht. Dabei fiel zunichst auf, daB die Stamme — 
21, 25, 26 und 126 auBer Glucose noch andere Zuckerarten vergiren — 
konnten, sie gehdren also offenbar zu anderen Arten als die tbrigen ; 
Stiémme. Sodann wurden alle iibrigen Stémme nach der Methode der 
Plattenauxanogramme auf ihre Assimilationseigenschaften gepriift, um 
andere Arten, die zwar entweder nur Glucose oder gar nichts vergéren kén- 
nen, aber nicht zu den Kahmhefen im engeren Sinne geh6ren, entdecken ° 
zu konnen. Dabei erwies sich, da unter den Hexosen auBer Glucose 
auch andere Zuckerarten von den Stéimmen 22, 63 und 68 assimiliert 
werden kénnen. Alle 7 Stimme wurden genau durchbestimmt. : 

Stamm 22 konnte nicht sicher als Candida scottit bestimmt werden. _ 

Diese Hefe bildet eine matte, graue Haut, ist also eine deutliche Kahmhefe, ist 
nicht girfahig und assimiliert Glucose, Galaktose, Saccharose, Maltose, Raffinose, 
Xylose, Arabinose und Rhamnose, aber kein Nitrat. Sie bildet iippiges Pseudo- 
mycel, manchmal vom Blastodendrion-Typ. Abgesehen von der negativen Nitrat- 
assimilation kénnte der Stamm zu Candida scottii gerechnet werden. Nach LoppER _ 
u. Krecer-van Ris ist diese Art von Fleisch, Holzschliff, Erdboden und Bau- 
material isoliert worden. Ich habe Stiémme dieser Art aus Kaferbohrgingen in 
Fichtenholz isoliert. Der Stamm 22 ist von ScHaANDERL aus Aphis persicae, der 
Pfirsichblattlaus, isoliert worden. Die Fundorte dieses Stammes und der anderen — 
von mir gefundenen Staémme kénnten also einigermaBen zusammenpassen. Es 
entsteht die Frage, welches Gewicht das Fehlen der Fahigkeit zur Nitratassimilation— 


I me ert 


hat. Dariiber soll an anderer Stelle diskutiert werden. 
Die Stamme 26 und 126 haben sich als Candida guilliermondii ers) 
wiesen. - 


Sie vergiren Glucose, Galaktose, Saccharose und Raffinose 1/5, assimilieren — 
auBerdem Maltose und Xylose, 126 auch Arabinose und Rhamnose. Sie bilden (26 | 
nur wenig) Pseudomycel nach dem Blastodendrion-Typ und auf. Wiirze zarte 
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atte Haute. Nitrat wird nicht assimiliert. Die Zellen sind klein, oft schmal oder 
ropfenférmig und in unregelmaBigen SproBverbinden. Sehr ahnlich sind die 
Stamme 21 und 25, die als Candida melibiosi bestimmt werden konnten. Sie ver- 
aren Glucose und Saccharose beide schwach sowie ?/, der Raffinose. Hier liegt 
iner der seltenen Faille vor, in denen Galaktose nicht vergoren werden kann und 
daher von Raffinose 1/; unvergoren iibrig bleibt. Die sonstigen Eigenschaften stim- 
en gut mit C. guill. tiberein. Morphologisch sind die Stiimme recht vielgestaltig und 
iefern ein eindrucksvolles Beispiel dafiir, daB man manche Hefearten dank ihrer 
morphologischen Variabilitat nach dem mikroskopischen Bild, auch wenn man 
einige Erfahrungen hat, schlecht erkennen kann. Beide Arten, Candida guillier- 
mond und C.melibiosi, kommen als Hautbildner und ohne diese Eigenschaft 
vor. Sie sind nicht selten, Candida guilliermondii sogar recht haufig. Anscheinend 
werden sie von (fliegenden) Insekten herumgetragen, was mit den Fundorten in den 
vorliegenden Fallen gut tibereinstimmt. Bei anderen eigenen Untersuchungen ist 
gerade Candida guilliermondii wiederholt an Wespen gefunden worden. 


Die Stamme 63 und 68 konnten als Candida solani bestimmt werden. 


Diese Hefe vergirt nur Glucose kraftig, Saccharose, wenn iiberhaupt, schwach 
und assimiliert auBerdem Saccharose, Maltose und Xylose und nur schwach Galak- 
tose. Sie bildet eine zart gekrauselte Haut und ovale bis zylindrische Zellen, die 
manchmal einseitig eingedriickt sind. Pseudomycel wird iippig entwickelt, Nitrat- 
assimilation fehlt. Die Art Candida solani ist von LODDER u. KREGER -VAN Riv auf- 
gestellt worden und erst seit 2 Jahren bekannt, es liegen daher noch nicht gentigend 
Angaben vor, um kritisch zu der Beschreibung Stellung nehmen zu kénnen. 


Diese 7 Stémme, die nicht zu den hier zu behandelnden Kahmhefen 
gehoren, sind damit ausgeschieden worden. 


Die verbleibenden 45 Stémme muSten weiter bestimmt werden. 
19 St&mme vergoren kraftig Glucose und die anderen gar nicht. Die 
iibrigen Zuckerarten Galaktose, Saccharose, Lactose, Maltose und 
Raffinose werden von keinem Stamm vergoren. Die Assimilation der ge- 
nannten Zuckerarten und der 3 Pentosen Xylose, Arabinose und Rham- 
nose wurde im iiblichen Plattenverfahren nach BEIJERINCK und LODDER 
gepriift. Von den 5 Hexosen wurde keine assimiliert und von den 3 Pen- 
tosen nur Xylose von 10 der 19 Hefestiimme, die Glucose lebhaft ver- 
garen konnten und von einem weiteren Stamm (Nr. 57), der weder garen 
noch Sporen bilden konnte. Nitrat wurde von keiner der Hefen assimi- 
liert. Zur weiteren Klarung erschien nun die Frage der Sporenbildung 
von gréBter Bedeutung und damit auch die Frage nach der systemati- 
schen Stellung der Kahmhefen, immer unter Ausschlu8 der Gattung 
Hansenula. 


Nach bisheriger Auffassung der Vertreter der Getrankebiologie, insbesondere 
des Brauwesens, kommen neben Hansenula nur Arten der Gattungen Pichia und 
Mycoderma als Kahmhefen vor. Daf der Kreis der Kahmhefen in Wirklichkeit 
gréBer ist, habe ich an anderer Stelle kurz behandelt (WrDiscH, 1954). Die Gat- 
tung Mycoderma hat eine lange Geschichte und geht auf PeRsoon 1822 zuriick, 
Den Verlauf der Geschichte, soweit mit Mycoderma Kahmhefen gemeint sind und 
nicht Bakterien und Schimmelpilze, bringen Lopprr u. KREGER-VAN Ris auf Seite 
478—480. Bis in die neueste Zeit ist Mycoderma als Gattung aufgefaBt worden, 

6* 
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der Scrivant (1939), Battratu (1939) sowie CrFERRI u. REDAELLI (1947) noch new 
Arten beigefiigt haben. Wegen des im Laufe der Zeit entstandenen Durcheinande: 
von Wahrem und Irrtiimlichem haben die beiden Letztgenannten allerdings de 
Gattungsnamen Mycoderma in Mycokluyveria geandert. In dem Buch ,,Die anas= 
kosporogenen Hefen I. Halfte“‘ hat Lopper 1934 Mycoderma noch als Gattun; 
anerkannt, und zwar, wie aus dem Buchtitel hervorgeht, als solche der nichtsporen. 
bildenden Hefen. In der Arbeit von Battatvu findet sich eine Zusammenstellun 
des reichhaltigen Schrifttums iiber Mycoderma. Daraus geht insbesondere hervor, 
daB mehrfach beschrieben worden ist, daB Mycoderma Sporen bilde, und zwar nach 
BaALTAaTU von DE SEYNES, REESS, CIENKOWSKI, Macé und Kurreratu. BaLtatu 
hat daraufhin erneut Mycoderma-Hefen untersucht und hat bei allen 16 von ih 
untersuchten Mycoderma-Stammen Sporenbildung gefunden. Er gibt allerdings an, 
da8& die Ascosporenbildnng nicht auf gewéhnlichen Gipsblécken, sondern auf 
Traubensaft mit und ohne Zusatz von Essig- oder Weinsaure aufgetreten sei. Nach 
Batratu werden je Ascus 1—8 Sporen, meist 2 oder 4, parthenogenetisch gebildet. 
Danach hat er 2 Arten, Mycoderma bispora und tetraspora, unterschieden. Im 
iibrigen bezeichnet Batratu sémtliche sporenbildenden Kahmhefen als Myco- 
dermen und unterteilt nach der Sporenform weiter. Danach gibt es 3 Untergattun- 
gen: 1. Mycoderma mit vorwiegend runden Sporen, 2. Pichia mit vorwiegend halb= 
kugeligen Sporen und 3. Hansenula mit vorwiegend hutformigen Sporen. 


Es ist inzwischen hinreichend begriindet worden und bedarf hier 
keiner Erérterung, daB Hansenula eine Gattung fir sich ist, ebenso 
wenig, daB Pichia eine Gattung fiir sich ist. Beide Gattungen kénnen 
keinesfalls als Untergruppen zu einer Gattung vereinigt werden und be- 
stimmt nicht unter dem Oberbegriff Mycoderma. Die Sporen der Gat. 
tung Pichia sind nur selten anders als kugelrund, Pichia daher als ,,mit 
vorwiegend halbkugeligen Sporen“ zu definieren, ist nicht gut méglich. 
Es bleibt nunmehr festzustellen, 1. ob die Sporenbildung, tiber die 
Bautatv berichtete, fiir Mycoderma zutrifft, 2. ob Bauratus Beschrei- 


; fs i 2 : . j 
bung seiner Stémme mit meinen an seinen Stammen erhobenen Befun- 


den itibereinstimmt und 3. ob der Forderung Bautatus, Mycoderma al | 
Gattung der sporenbildenden echten Hefen anzuerkennen, auf Grund 
geniigender Besonderheiten der Sporenbildung angesprochen werden | 
kann oder ob die vollstandige Ablehnung der Gattung durch LoppER u, 
KREGER-VAN Riv und ihre Umwandlung in eine nicht sporenbildende 
Candida-Art zu verstehen ist und dieser Auffassung zugestimmt werden, 
kann. ; 


Die 19 Stimme, die Glucose kraftig vergiren und von denen 10 Xyloa | 
assimilieren, k6nnen nicht mit herangezogen werden, wenn es sich darum | 
handelt, die Natur sogenannter ,,echter Kahmhefen“ aufzuklaren. Ich: 
stimme mit HEnNEBERG (1926) dahingehend iiberein, daB die echten; 
Kahmhefen entweder nicht oder sehr schwach garen. Hierhin gehért die: 
umstrittene Gruppe von Pichia und Mycoderma. Die 19 stark girendent 
Stiémme miissen, da wir von ihnen keine Sporenbildung kennen, woh 
aber Pseudomycel, vorliufig als Candida aufgefaBt werden. In dieser 
Gattung sind sie leicht als Candida krusei zu definieren. : ; 
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Versuche zur Sporenbildung. 
Die Sporenbildung der Kahmhefen wurde nicht immer erreicht. 
Folgende Kulturmethoden wurden angewendet, um Sporenbildung zu erzielen: 
Gipsblécke mit Wasser, Gipsblécke mit Traubenmost, mit oder ohne Zusatz von 
einsdure oder Essigséure; Most rein und 1:10 mit Wasser verdiinnt mit und ohne 
usatz von Weinsaure oder Essigséure; Kultur auf Gorodkowa-Agar mit 0,25 oder 
1% Glucose mit und ohne Ascorbinsaure; weiter Kultur auf Gorodkowa-Agar wie 
rwihnt, aber auf Objekttragern nach LancERon u. LuTERAAN mit und ohne an- 
chlieBende Farbung; Kultur auf Pulstagar; 10malige Vorziichtung in Bouillon 
it Wiirze bei 30° C und anschlieBend Kultur auf Gipsblécken nach TsuKAHARA 
. YAmaDA; Kultur auf V 8-Agar nach Parr u. Mrax sowie auf Natriumacetat- 
gar nach FowELt. 
Aus der Vielfalt empfohlener Methoden geht zur Geniige hervor, da8 
ir bis heute nicht nur bei den Kahmhefen, sondern allgemein bei den 
Saccharomyceten noch immer nicht wissen, welche die Grundbedin- 
ungen fiir die Ascosporenbildung sind. Die alte Auffassung, daB die 
Hefe erst gut ernahrt und dann ohne Niahrstoffe bei Zutritt von geniigend 
Luft und Feuchtigkeit auf Gipsblécken verbleiben miisse, um Sporen zu 
bilden, stimmt nur zum Teil und soweit nur fiir Saccharomyces. Andere 
Hefen haben offensichtlich noch besondere Wiinsche, so nach Wuchs- 
stoffen oder einem bestimmten py-Wert oder organischen Siuren. 
Welche die besonderen Bedingungen der Kahmhefen Mycoderma und 
Pichia fir ihre Sporenbildung sind, konnte nicht niher ermittelt werden, 
dazu erwies sich die Sporenbildung als viel zu schwierig zu erreichen. 
Wenn es gelang, Sporen zu finden, so zeigte sich zudem, daB der be- 
treffende Stamm oft nur sehr wenig Sporen bildete. 


An dieser Stelle ist auf die Methoden zum Nachweis von Hefesporen durch 
Farbung hinzuweisen. Die Farbemethoden sind namentlich von LANGERON u. 
LUTERAAN durchgearbeitet worden. Es ist das Verdienst dieser Forscher, bis weit 
in die Kinzelheiten der Verfahrenstechnik hinein die Méglichkeiten, wie Ascosporen 
von Hefen farberisch nachgewiesen werden kénnen, erforscht zu haben. LaNGERON 
u. Lureraan bestehen darauf, daB Ascosporen von Hefen nur dann als nach- 
gewiesen gelten diirfen, wenn sie durch Farbung nachgewiesen worden sind. Die 
Auffassung vom unbedingten Primat der Farbung und des farberischen Nach- 
weises stammt aus der medizinischen Bakteriologie, wo man zum Nachweis von 
Bakterien in Korperfliissigkeiten oder Geweben oft allein auf die Farbung an- 
gewiesen ist. Diese Auffassung schlieBt eine Unterbewertung der botanisch-morpho- 
logischen Mikroskopie ein, die auch deutlich zum Ausdruck geb:acht wird. Die aus- 
fiihrlichen Arbeiten von LaNnGERON u. LurerRaan lohnen jedoch eine eingehende 
Lektiire trotz ihrer Einseitigkeit. 


Entgegen der von den genannten Autoren vertretenen Auffassung hat 
sich bei eigenen Untersuchungen immer wieder gezeigt, da der farbe- 
rische Nachweis von Ascosporen bei Hefen keineswegs so sicher und 
iiberzeugend ist, wie LANGERON u. LUTERAAN angeben. Verf. hat oftmals 
Hefen Sporen bilden lassen, deren Fahigkeit zur Sporenbildung grund- 
sitzlich unzweifelhaft ist, wie z. B. Weinhefen. Von sporulierenden Kul- 
turen wurden a) einfache mikroskopische Praparate in Wasser gemacht 
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und b) nach den genauen Vorschriften von LANGERON u. LUTERAAN 
Praparate gefiirbt. In beiden Praparaten wurden die Sporen gesucht und. 
wenn viele Sporen gebildet worden waren, meist auch gefunden. Wenn 
wenige Sporen nur vorhanden waren, war es sehr schwer, die Asci mit 
roten Sporen zwischen den blauen Zellen zu finden; d.h. gerade dann, 
wenn es auf die Leistungsfahigkeit des farberischen Nachweises ankam, 
versagte dieser. In den kritischen Fallen wurden somit Sporen, wenn 
iiberhaupt, nur im Wasserpraparat gefunden statt umgekehrt. 


LANGERON u. LureRAAN haben demnach Recht, wenn sie angeben, 
daB der Sporennachweis als erbracht gelten darf, wenn nach ihrer Me- 
thode Sporen nachgewiesen sind. Sie haben aber Unrecht, wenn sie 
Sporen als nicht vorhanden betrachten, wenn nach ihren Farbungs- 
methoden keine Sporen gefunden werden kénnen. Insofern sind ihre 
Farbungsmethoden gerade in den zweifelhaften Fallen unbrauchbar. ; 


Die Vorkimpfer des Farbungsnachweises der Ascosporen von Hefen, LangERO 
u. LUTERAAN, begriinden ihren Standpunkt damit, daB bei Anwendung chemischer 
Reaktionen die Méglichkeit, Sporen mit Fett oder Vacuolen zu verwechseln, aus- 
geschaltet wiirde, was nicht grundsitzlich zu bezweifeln ist. Die Farbungsmethoden 
haben somit unbestreitbaren Wert, aber nur in einem beschrankten Bereich, denn 
sie bringen auch Kunstprodukte und Unklarheiten mit sich, die die Beurteilung 
von gefarbten Priaparaten noch schwerer machen, als die von Wasserpraparaten 
ist. Sie stellen daher kein Hilfsmittel beim Suchen nach der Sporenbildung eines 
Hefestammes dar. - 


Ich lehne aus den angegebenen Griinden die alleinige Beweiskraft ge- 
farbter Praparate fiir den Nachweis von Ascosporen von Hefen, wie sie 
von LangEron u. LurerAAN behauptet und vertreten wird, vorlaufig 
ab. Die nachstehenden Ergebnisse sind simtlich nach Wasserpraparaten 
beurteilt worden. Sie diirften nichtsdestoweniger der Nachpriifung ‘on 
die Fachwelt standhalten. : 


Im einzelnen ergab sich bei den verschiedenen Stimmen folgendes: | 


Nr. 20, Mycoderma valida Leberle, aus dem I, f. G., bildete bei der 4. Fiihrung 
in Traubenmost mit 0,1% Essigsiure Sporen. Im Most mit Essigsiure waren haufig 
Sporen zu sehen, immer 2—4 je Ascus. Die Sporen sind rund und enthalten ein OL 
trépfchen. Der pg-Wert des Traubenmostes war 3,9, mit Essigsdurezusatz 3,5. = 
M.* valida ist bei Bauratu M. bispora 1. Meine Befunde stimmen mit denen 
Batratus sinngemaB vollstindig tiberein bis auf die Garung, die nachher kritisch 
behandelt werden soll. | 


} 
Nr. 23, M. species Mahou, bildete gleich bei der ersten Fiihrung in Trauben- 
most nach 5 Tagen reichlich Sporen, Es waren immer 4 runde Sporen je Ascus. _ 


Nr. 27, M. species, Nr. 69514 der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei, bildet 
auch bereits bei der ersten Fiihrung in Traubenmost nach 5 Tagen Sporen. — 


a we 


in der Haut auf Bierwiirze traten Sporen auf. Je Ascus werden 1—4 runde 


Sporen gefunden. | 


1 Mycoderma wird im folgenden mit M. bezeichnet. 


> oe 
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Nr. 36, M. Beriana aus Lambic, stammt aus der alten LinpNERschen Sammlung. 
(Woher der Name ,, Beriana‘‘ stammt und was er bedeutet, konnte ich nicht mehr 
ermitteln.) Diese Hefe bildet ebenfalls schon bei der ersten Fiihrung in Trauben- 
most nach 5 Tagen Sporen; je Ascus waren immer 4 runde Sporen zu sehen. 


Nr. 40. Kahmhefe aus Sauerkraut, bildet schon in 14 Tage alter Wiirzekultur in 
der Haut reichlich Sporen, und auch in den Pseudomycelzellen auf Kartoffelwasser- 
agar. Je Ascus lagen stets 2—4 runde Sporen. 


Nr. 55, M. bispora 1 von Baurarv, ist wahrscheinlich identisch mit Stamm 20. 
In 8 Wochen alter Traubenmostkultur wurden 2—3 Sporen je Ascus gefunden. 


Nr. 56, M. bispora 2 von Battato, zeigte selten 2 runde Sporen im Ascus auf 
Gorodkowa-Agar mit und ohne Ascorbinsaure nach 3 Wochen. Einmal wurden auch 
Sporen in 2 Tage alter Wiirzekultur gefunden. 


Nr. 58, M. bispora 4 von Barat, bildete viele runde Sporen, meist 2, selten 4 
je Ascus in der ersten Fiihrung in Most nach 4 Tagen. 


Nr. 59, M. bispora 5 von Battraru, bildete schon in der ersten Fiihrung in 
Traubenmost nach 4 Tagen viele Sporen, meist 2 im Ascus, ebenso einzelne auf 
Gorodkowa-Agar nach 11 Tagen. 


Nr. 71, M. bispora § von Bautatu, bildet selten Sporen. Nach langem Suchen 
und vielen vergeblichen Versuchen wurden einige runde Sporen in 1:1 verdiinntem 
Most nach 4 Tagen gefunden, und zwar 4 Sporen im Ascus. 


Nr. 72, M. tetraspora I von Bautatv, bildet in Most nach 2 Tagen und auf Gips- 
block mit Most und Weinsaure nach 1 Tag 4 runde Sporen je Ascus. 


Nr. 73, M. tetraspora 2 von Bautatu, bildet selten und wenig runde Sporen, metst 
2im Ascus auf 1:1 verdiinntem Most nach 4 Tagen. 


Nr. 123, M. tetraspora Stamm 60 vom LrmsBx#, bildet leicht in der Haut auf 
Wiirze nach 3 Tagen rundliche, schwach kantige oder kantig abgeplattete Sporen, 
stets 4 im Ascus. 


Nr. 168 schlieBlich bildete nach 3 Wochen auf Gipsblécken in Wasser 1—4 
schwach kantige Sporen in geringer Menge. 


Meine Befunde bei den Hefen Nr. 20, 55, 56, 58, 59, 71, 72 und 73 
stimmen sinngemi8 mit den Angaben von Bauratu tiberein, insbeson- 
dere auch die Befunde tiber die Menge der Asci und die. Haiufigkeit der 
Sporenbildung. So habe ich ebenso wie Bautatu bei 58, 59 und 72 viele 
Sporen, dagegen bei 56, 71 und 73 selten und wenige Sporen gefunden. 
Batratvu hat auBerdem fiir die Hefen 60, 61, 63, 74 und 75 Ascosporen- 
bildung angegeben. Bei den Hefen 60, 61 und 75 habe ich keine Sporen 
gefunden. Bei 75 hat man allerdings oft den Hindruck, da8 welche 
gebildet werden miiBten, aber der Nachweis ist nicht gelungen. Fir die 
Hefen 63 und 74 hat Bauratu ebenfalls Sporenbildung behauptet. Seine 
Abb. 16 zeigt zweifellos Sporen (entspricht Nr. 63). Es kann vermutet 
werden, daB die Kultur im Laufe der 15 Jahre seit Batrarus Unter- 
suchungen nicht rein geblieben ist. Barratus Beschreibung der Hefe 74 
stimmt dagegen mit meinen Befunden recht gut ttberein. Vor allem hat 
er auch kriaftige Garung festgestellt, die fiir Mycoderma ganz unwahr- 
scheinlich ist. Die Bilder von Sporen (Abb. 4) sind nicht tiberzeugend. 
Es handelt sich bei dieser Hefe einwandfrei um Candida kruset. 
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Soeben habe ich ausnahmsweise Bauratus Angabe einer kraftigen Garung 
herangezogen. Im allgemeinen sind seine Angaben iiber die Garfahigkeit unver- 
wendbar. Er hat das Kulturglischen mit dem Hefebodensatz in der Hand erwarmt. 
Wenn dann aus dem Bodensatz Gasblasen emporstiegen, hat er daraus ein schwaches 
Garvermégen abgeleitet. 


Somit ist zwar bewiesen, da& eine Reihe von Kahmhefen Sporen bil- 
den, aber es ist noch nicht geklirt, ob diese sporenbildenden Formen 
nun M ycoderma oder Pichia darstellen. 

DaB die alteren Untersucher wie DE SpYNES und RezEss Sporen bei 
Mycoderma gefunden zu haben angeben, kann man leicht als Verwechs- 
lung erklaren, ist doch jetzt noch ungeklirt, wie Mycoderma und Pichia 
zu unterscheiden sind. Es mu8 nun zuniachst gepriift werden, ob die 
sporenbildenden Formen nicht in die Gattung Pichia hineinpassen. 
Nach LoppEr u. KREGER-VAN Ri soll die 1904 von HANSEN aufgestellte 
Gattung Pichia 4 Arten umfassen. Davon zeigt keine oder schwache 
Garung nur von Glucose und Assimilation auch nur von Glucose die Art — 
Pichia membranaefaciens. Diese Art soll Sporen bilden, die als rund, ; 
halbkugelig oder hutférmig bezeichnet worden sind und ein Oltrépfchen : 
besitzen. Zu dieser Art sind nach dem, was wir feststellen kénnen, alle — 
sporenbildenden Stémme zu rechnen, allerdings mit dem Zusatz, dai 
die Sporen meist rund und nur bei manchen Stémmen auch kantig oder 
etwas kantig abgeplattet sein kénnen. Halbkugelige oder boa 
Ascosporen habe ich bei Pichia membranaefaciens nicht gefunden. Neben 
Pichia ist somit kein Platz fiir eine sporenbildende Gattung J7 ycoderma, 
Die Prioritaét des Namens Mycoderma la8t man auch besser ruhen, weil — 
mit diesem Namen im Laufe seiner langen Geschichte, auf die ich im : 
Anfang schon hingewiesen habe, so viele Irrtiimer verbunden sind, daB- 
man vermeiden sollte, ihn als Gattungsbezeichnung neu zu pragen und — 
fiir sporenbildende Hefen zu verwenden. Diejenigen Formen, die keine 
Sporen bilden kénnen, sollen bei M ycoderma verbleiben. ; 

Lopper u. Krecer-van Ri haben die Mycodermen zusammengefaBt 
und als Art Cand. mycoderma bezeichnet, ein Schritt, der manche be-— 
fremdet hat. ; 

Die morphologischen Eigenschaften jedes einzelnen Stammes sind von 
mir makroskopisch und mikroskopisch genau beobachtet worden. Be-— 
ziiglich der Zellform herrscht groBe Mannigfaltigkeit. ; 

Teils herrschen langgestreckte, wurstformige Zellformen vor, teils kleinere, diet 
oft nicht mehr oder sogar weniger als 2mal so lang wie breit sind, wie es z. B. bei : 
den Stémmen 6/ und 75 hin und wieder der Fall ist. Wenn man eine Reihe Myco-— 
derma-Stimme nacheinander mikroskopiert, so méchte man bezweifeln, daB sie alle 
zur selben Art gehéren sollen. Es schien daher sehr verstindlich, da8 LoppER 1934 
auf Grund der morphologischen Unterschiede 6 Arten Mycoderma anerkannt hat. : 
Aber auch innerhalb einer und derselben Kultur finden sich Zellen von sehr ver-_ 


schiedenen Formen und oft deutliche GréBenunte schiede. Die Bildung der Kahm-— 
haute ist sehr verschieden stark ausgepragt, auSerdem sehen sie mal grauer, mal 
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elblicher aus und sind bei dem einen Stamm mehr, bei dem anderen weniger ge- 
alte 

 Beziiglich der Zell gr6éBe haben sich wohl Unterschiede ergeben, aber 
wenn man die Ergebnisse durch Ausrechnen der arithmetischen Mittel 
ler groBten und kleinsten Zahlenwerte fiir die Lange und Breite der 
fellen zusammenfaBt, so 1a Bt sich kein deutlich erkennbarer oder wesent- 
icher Unterschied feststellen. Manchmal sind bei der dritten Gruppe 
lurchschnittlich etwas lingere Zellen anzutreffen, aber nicht einmal 
las ist die Regel. 


Ahnliches 148t sich tiber das Pseudomycel sagen. 


Uber das Pseudomycel von Mycoderma schreiben LoppEr u. KREGER-vAN Ry, 
9s’ finden sich alle Stufen von einem primitiven bis zu einem wohl entwickelten 
Pseudomycel auf Kartoffelwasseragar in Objekttrigerkultur. AuBerdem bestehe 
<eine Beziehung zwischen der Haut auf Fliissigkeiten, der GroBe der Zellen und der 
Pseudomycelbildung. Dasselbe haben wir auch gefunden. Weiter berichten die Ge- 
1annten, bei dem primitiven Typ sei kaum ein Unterschied zwischen Pseudomycel- 
xellen und sonstigen SproBzellen zu finden. Das Pseudomycel bestehe aus tippig 
verzweigten Ketten ziemlich gleicher Zellen. Diese Formen bezeichnet man seit 
LANGERON und TaLice mit dem Formnamen Mycocandida. Bei dem gut ent- 
wickelten Typ bestehe ein Unterschied zwischen Pseudomycelzellen und sonstigen 
SproBzellen. Die ersteren seien langgestreckt, die letzteren oval bis zylindrisch. Das 
Pseudomycel sei vielfach verzweigt und die Wirtel einfach, sie bestehen nur aus 
wenigen SproBzellen. Diese Beschreibung paBtnicht nur fiir Cand. mycoderma, sondern 
vuch fiir Pichia membranaefaciens. Sie iss recht weit gefaBt und so eigentlich nicht 
yeniigend scharf umrissen, aber wir mtissen a gnc sae dasselbe wie LODDER u. 
KREGER-VAN Riz gefunden zu haben. 


Fiir Cand. kruset nehmen die Hollanderinnen ebenfalls die Wuchsform Myco- 
andida in Anspruch, auBerdem aber noch M ycotoruloides, bei dem die zylindrischen 
SproBzellen, die die Seitenzweige darstellen, ihrerseits weitere verzweigte SproB- 
eliketten in Wirteln entwickeln, und auch noch Mycotorula, bei der nur einfache 
Wirtel gebildet werden. ; 


Im Laufe jahrelanger eigener Beobachtungen hat sich, kurz gesagt, 
folgendes ergeben: Im allgemeinen zeigen Cand. mycoderma und Pichia 
membranaefaciens ein weniger ausgeprigtes Pseudomycel als Cand. 
trusei. Schwierig wird es immer dann, wenn man tppig Pseudomycel 
vildende Stémme von Pichia membranaefaciens und Cand. mycoderma 
ind nur schwach Pseudomycel entwickelnde Stémme von Cand. krusea 
vor sich hat. Mit anderen Worten: die Menge des Pseudomycels ist 
xigentlich ein besseres Unterscheidungsmerkmal, als es die Formen sind, 
lie es zeigen kann. Die Abweichungen der Pseudomycelformen sind nicht 
eicht in kennzeichnende Worte zu fassen. 

Vorlaufig miissen wir uns mit der Feststellung der morphologischen 
Vielgestaltigkeit begniigen. Da wir auch bei anderen Arten diese Kr- 
;cheinung kennen, wo wir wissen, daB es sich offensichtlich doch nur um 
Formen handelt, die in die Schwankungsbreite einer und derselben Art 
yehéren, ist die Folgerung von LoppER u. KREGER-vAN RiJ, sémtliche 
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Tabelle 1. Physiologische Eigenschaften der untersuchten Kahmhefen. 


Assimiliert werden 


Stamm 


1. Gruppe 
Mycoderma valida TfG. 
Myc. species Mahou 
Myc. species WSt 
Myc. Beriana 

aus Lambic IfG. 
Kahmhefe aus Sauerkraut 
Myc. bispora 1 
Myc. bispora 2 
Myc. bispora 4 
Mye. bispora 5 
Myc. bispora 8 
Myc. tetraspora 1 
Myce. tetraspora 2 
Myc. tetraspora 60 
Kahmhefe aus HO-Butter 


2. Gruppe 

Myc. cerevisiae Ifg. 
Kahmhefe aus Jopenbier 
TfG. 

Candida krusei C 3 

Myc. bispora 3 

Myc. bispora 6 

Myc. bispora 7 

Myc. bispora 9 

Myc. species Ducleaux 
Myce. vini Stamm 12 
Myc. vanlaeriana 

Myc. tetraspora 4 
Kahmhefeahnlicher Pilz 51 


3. Gruppe 

Cand. krusei Baarn 
Cand. krusei Waldhof 
Cand. krusei T 16 
Cand. krusei 2086 
»»Protol anomalus“ IfG. 
Cand. krusei Staib 554 
Cand. krusei var. 
vanlaeriana 0 § 

Cand. krusei C 4 
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Tabelle 1. (Fortsetzung.) 


Assimiliert werden 
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M ycoderma-Formen als Cand. mycoderma zusammenzufassen, versiaénd- 
lich. Ehe wir endgiiltig dazu Stellung nehmen konnen, wollen wir aber 
noch die physiologischen Eigenschaften behandeln und sehen, ob diese 
ebenfalls so verschiedenartig sind oder ob auch bei ihnen die physiolo- 
gische Gleichformigkeit, wie sie bei Saccharomyces-Arten gefunden wor- 
den ist, festgestellt werden kann. 

Die Stémme, bei denen Sporenbildung nach Art der Gattung Pichia 
gefunden worden ist, kénnen also, vorausgesetzt, daf ihre physiolo- 
gischen Eigenschaften auch in diese Art passen, zu Pichia membranaefa- 
ciens gerechnet werden. Die anderen Stéimme miissen weiter auf Merk- 
male untersucht werden, in denen sie sich untereinander oder wenigstens 
gegen Pichia membranaefaciens unterscheiden. 

Die wichtigsten Eigenschaften aller untersuchten Kahmhefen (die an- 
fangs abgehandelten Candida-Arten ausgenommen) sind in Tab. 1 zu- 
sammengefaBt. 

Nahere Angaben iiber die Ascosporenbildung eriibrigen sich, da sie schon oben 
gemacht worden sind. Unter Giareigenschaften wurde nur das Verhalten 
gegeniiber Glucose angegeben, weil andere Zuckerarten von allen hier in Frage 
stehenden Stémmen nicht vergoren werden. Deshalb ist die Assimilierbarkeit der 
Hexosen nicht angegeben, denn Glucose, d.h. Dextrose, Fructose und Mannose 
werden immer, die anderen Zucker nie assimiliert. Unter den Pentosen wird Xylose 
hin und wieder angegriffen. Von den Stickstoffquellen wird Pepton immer, 
Asparagin fast immer gezehrt, Nitrat hingegen nie, daher sind alle 3 Verbindungen 
weggelassen. In Réhrchenauxanogrammen nach WICKERHAM erwies sich, dai 
Athylalkohol und Milchsaure immer assimiliert werden, Weinsdéure dagegen nie. 
Bei Sorbit und Mannit waren die Ergebnisse schwankend und unklar, daher wur- 
den auch diese 5 Stoffe weggelassen. Auch die Hexosen wurden im WICKERHAM- 


92 S. WINDISCH: 


Auxanogramm nachgepriift. DaB dabei Saccharose und gelegentlich auch Maltose 
‘etwas assimiliert zu werden scheinen, beruht darauf, daB sie beim Sterilisieren zum 
Teil hydrolysiert und damit den Hefen zuginglich werden. Beim Plattenauxano 
gramm besteht diese Schwierigkeit nicht. 

Aus Tab. 1 geht zunichst hervor, wie wenig positive Merkmale die i 
Frage stehenden Hefen haben, wie weitgehend sie tibereinstimmen und 
wie schwer es infolgedessen ist, sie voneinander zu unterscheiden. 
Monatelang hat es gedauert, in manchen Fallen iiber 144 Jahre, bis 
iiberhaupt die so launische und schwierig zu ermittelnde Sporenbildu 
gefunden werden konnte. 

Die 14 Stamme, deren Sporenbildung gefunden worden ist, sind unter-— 
einander physiologisch sehr ahnlich. Keine von ihnen gart. Alle assi- 
milieren Glycerin, Essigsiiure, Bernsteinsiure, aber keiner. assimiliert_ 
Citronensiure. Alle assimilieren auBerdem Pepton, Ammonsulfat, Aspa- 
ragin, Glykokoll und, mit eer Ausnahme, Harnstoff. Nitrat wird nicht 
angegriffen. Diese Stiimme stellen Pichia membranaefaciens dar; es sind 
die Stimme 20, 23, 27, 36, 40, 55, 56, 58, 59, 71, 72, 73, 123 und 168. 
Die 12 Stamme 24, 29, 34, 57, 60, 61, 62, 64, 65, 69, 75 und 124 sind unter 
sich nicht ganz so gleichmaSig, wie man annehmen sollte, wenn die Auf-— 
fassung von LoDDER u. KREGER-VAN Ri richtig ist, da’ die Myco- 
dermen, zusammengefaBt als Art Cand. mycoderma, nur die nichtsporen- 
bildende Form von Pichia membranaefaciens darstellen. Hier macht 
sich aber auch in physiologischer Hinsicht die Variabilitat sehr bemerk- 
bar. Wir fanden beispielsweise folgende Ausnahmen: 


Stamm 47 assimiliert kein Glycerin, dagegen deutlich Xylose. Stamm 6] assi- 
miliert weder Glycerin noch Essigséiure noch Xylose. Stamm 124 assimiliert nich 
Essigsiure, jedoch Citronenséure. Stamm 34 vergirt ausnahmsweise deutlich 
Glucose und assimiliert nur wenig Bernsteinséure. 

Wahrend somit zwischen der 1. und 2. Gruppe — von der Sporenbildung ab- 
gesehen — kein Unterschied von diagnostischem Wert vorliegt, ist die 3. von den 
beiden ersten Gruppen deutlich unterschieden. 

Die 18 Stamme der 3. Gruppe 15, 16, 17, 18, 28, 30a, 33, 35, 37, 41a, 70, 74, 
119, 120, 121, 122, 125 und 169 sind untereinander recht ahnlich. Alle vergire 
Glucose mehr oder weniger kraftig, vergaren und assimilieren allerdings keine andam 
ren Hexosen. 10 von ihnen assimilieren Xylose, von Stickstoffverbindungen assi- 
milieren alle Pepton und Asparagin und keiner KNO,. Die Assimilation von Am- 
monsulfat, Glykokoll und Harnstoff ist vorachieden und sagt nicht allzuviel. 
Weiter assimilieren alle Stémme Glycerin, Essigsiure (auBer 37, 70 und 125)— 
Bernsteinsiure und Citronensaure. 


LoppER u. KREGER-VvAN Riv schreiben (siehe S. 482) itber die ‘cn 
schiede zwischen Cand. mycoderma und Cand. krusei, da&B Cand. kruset 
lebhaft Glucose vergiire, Cand. mycoderma dagegen schwach oder zal 
nicht, und auBerdem sei die Entwicklung des Pseudomycels verschieden. - 
Beide Angaben stimmen, aber diese Unterschiede sind doch diirftig. Z 


Feststellung, daB alle 18 Stimme von Cand. krusei Citronensiure assi-— 
milieren, erscheint daher wertvoll. 
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Hier sei zum Vergleich erwahnt, welche Assimilationseigenschaf- 
ten WALKER u. WILES bei ihren Kahmhefen, die nach ihren eigenen An- 
gaben alle zu Cand. mycoderma oder zu Pichia gehéren, gefunden haben. 
Thre Kahmhefen assimilieren alle Athylalkohol, Dextrose, Fructose und 
Mannose. Unterschiedlich waren die Ergebnisse bei Glycerin, Milchsaure, 
Mannit, Sorbit, Bernsteinsiiure und Xylose. Das Verhalten gegen diese 
Stoffe ist nach Meinung von WALKER u. WILES geeignet, Merkmale fiir 
systematische Unterscheidung anzugeben. Keine der von WALKER u. 
WiLEs gepriiften Kahmhefen assimilierte Asculin, Arabinose, Ca-2-Keto- 
gluconat, Cellobiose, Citronensiure, Dulcit, d-Erythrit, Galaktose, Inu- 
lin, Inosit, 5-Ketogluconsiure, Lactose, Maltose, Melicitose, «-Methyl- 
glucosid, Ca-d-Gluconat, Raffinose, Rhamnose, Salicin, Sorbose, Sac- 
charose, Starke, Weinsiure und Trehalose. Wie man sieht, haben WAL- 
KER u. WILES eine Reihe Stoffe auf ihre Assimilierbarkeit unter- 
sucht, die ich nicht gepriift habe. Im allgemeinen stimmen die Angaben 
gut mit meinen Befunden tiberein. DaB WALKER u. WILES nie Assimila- 
tion von Citronensaure gefunden haben, bestitigt, daB sie offensichtlich 
lauter Stéamme vor sich gehabt haben, die im herkémmlichen Sinne zu 
Pichia oder Mycoderma gehoren. 


Von den in flissigen Auxanogrammen nach WICKERHAM gepriiften 
Stoffen war also Citronensaure der einzige, der sich als diagnostisch brauch- 
bar erwiesen hat. Aus diesem Grund wurde versucht, den Nachweis auf 
Assimilierbarkeit der Citronenséure nach dem Auxanogramm-Platten- 
verfahren zu erbringen. Das ist auch gelungen, und zwar wurden auf die 
2. Auxanogrammplatte ohne C- Quelle Xylose, Arabinose, Rhamnose und 
Citronensdure in Kristallen aufgetragen. So ist es méglich, ohne beson- 
dere Versuchsanstellung im Rahmen der tiblichen Ermittlungen gleich 
mit festzustellen, ob ein Stamm Citronensiure assimiliert oder nicht. 
Man darf aber auch bei den Kahmhefen der hier behandelten Gruppe nie 
vergessen, daB die Citronensiureassimilation nicht das, sondern ein 
Merkmal ist. Darauf weisen uns ja die Falle besonders deutlich hin, in 
denen wie bei Stamm 124 ausnahmsweise die Citronensaure assimiliert 
wird, obwohl es sich, wie aus dem Fehlen der Garfahigkeit hervorzugehen 
scheint, um einen Stamm der Cand. mycoderma handelt. 

Wahrend Pichia membranaefaciens und Cand. mycoderma seit langem 
bekannt sind, wissen wir iiber Cand. krusei bisher noch wenig, obwohl 
sie schon 1910 von CasTELLANI entdeckt worden ist. Im Laufe der letz- 
ten 15 Jahre habe ich oftmals Gelegenheit gehabt, diese Hefe in girungs- 
gewerblichen Betrieben, in und auf Lebensmitteln der verschiedensten 
Art, in der Natur z. B. in Blitennektar, und schlieBlich als Begleiterin 
der Haut- oder Intestinalflora des Menschen anzutreffen. Die tiberaus 
fein gekriuselten Belige auf festen Nahrbéden geben schon wahrend der 
Isolierung meist einen Hinweis, daf es sich um diese Art handeln kénnte. 
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Um eine solche Aussage zu wagen, bedarf es freilich schon einiger Er- 
fahrung in der Bestimmung solcher Keime. Darauf, daf Cand. kruset 
auch im Bier als Schadling wirken kann, habe ich erst kirzlich hin- 
gewiesen. 

Den Herren Prof. Dr. H. ScuanpERL, Geisenheim (Rheingau), und Prof. Dr. 
Dr. A. Lemsxe, Kiel, danke ich vielmals fiir die freundliche Uberlassung von Hefe- 
stammen, die fiir die vorstehenden Untersuchungen sehr wertvoll waren. Das Zu- 
standekommen der Arbeit ist besonders der fleiBigen, technischen Mitarbeit von 
Frau IncEsorG THomas zuzuschreiben, der ich daher auch an dieser Stelle 
herzlich danke. ; 


Zusammenfassung. 


1. Unter 52 Staémmen von Kahmhefen wurden 7 gefunden, die zu den | 
Candida-Arten C. guilliermondii, C. melibiosi, C. solant und C. scottit (%) 
gehoren. Diese Arten zeigen immer oder, wie die beiden ersten genannten, 
wenigstens manchmal, ausgepragte Hautbildung. 

2. Die iibrigen 45 Stamme konnten nach genauer Untersuchung trotz 
der Armut an positiven Merkmalen in 3 Gruppen eingeteilt' werden. Die 
erste Gruppe entspricht Pichia membranaefaciens, die zweite Candida 
mycoderma und die dritte Candida kruset. 

3. Pichia membranaefaciens unterscheidet sich von den beiden ande-. 
ren Gruppen durch ihre Sporenbildung. Die von Bauraru fiir Myco 
derma in Anspruch genommene Sporenbildung konnte an den meisten 
seiner Originalstiamme wiedergefunden werden. Die Sporen unterschei- 
den sich aber nicht von den rundlichen oder abgerundet eckigen Sporen 
der Gattung Pichia, daher kann keine sporenbildende Gattung Myco- 
derma neben Pichia bestehen bleiben. 

4. Der Nachweis von Ascosporen bei Hefen nach den von LANGERO} 7 
u. LuTERAAN bearbeiteten Farbungsverfahren kann zwar bei positivem 
Ausfall der Farbungen als erbracht gelten. Bei negativem Ausfall ie 
Farbungen ist jedoch nicht erwiesen, daB keine Sporen gebildet werden 
wie aus eigenen Versuchen an leicht Sporen bildenden Weinhefen henna 
gegangen ist. Der fairberische Nachweis stellt insbesondere kein Hilfs- 
mittel dar, wenn man nach den Sporen eines Hefestammes sucht. 

5. Candida mycoderma muB tatsichlich als nichtsporenbildende Form 
von Pichia membranaefaciens anerkannt werden, nachdem keine wesent- 
lichen Merkmale gefunden werden konnten, die die Stamme der 2.Gruppe 
von denen der 1, trennen. | 

6. Candida krusei ist von Candida mycoderma deutlich durch die Ver= 
girung von Glucose, durch eine abweichende Bildung des Pseudomycels 
und durch die Assimilation von.Citronensiure (bei allen 19 untersuchtenm 
Staémmen) unterschieden. Candida krusei ist eine titberaus hiufige un 
nicht mehr schwer zu bestimmende Art, die als Besiedler oder Schidling 
von Getriinken und Lebensmitteln eine noch wenig bekannte Rolle spielt, 
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(Aus dem Staatsinstitut fiir Allgem. Botanik, Hamburg.) 
Beitrige zur Kenntnis 
der Nitritoxydation durch Nitrobacter winogradskyi. 


Von 
H. ENGEL, E. KRECH und I. FRIEDERICHSEN. 


Mit 12 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 24. Juni 1954.) 


In den letzten Jahren hat man sich in steigendem Mafe den nitrifizierendet 
Bakterien zugewandt und versucht, mit Hilfe hemmungsanalytischer Methoder 
tieferen Einblick in den biochemischen Ablauf der Nitrifikation zu bekommen 
Legs (1952a) gelang es (siehe auch KeRMACK u. Luxs, 1952), mit 2,4-Dinitrophenol 
Streptomycin und anderen Antibioticis das Wachstum von Nitrosomonas ewropage 
zu blockieren, ohne die NH3-Oxydation zu hemmen. Thioharnstoff, Allylthioharn. 
stoff, Histidin und Oxychinolin wirkten dagegen spezifisch hemmend auf die N 
Oxydation, vermutlich durch Inaktivierung eines schwermetallhaltigen Enzym. 
systems. Auch scheint Hydroxylamin als Zwischenprodukt der NH,-Oxydatior 
endgiiltig festzustehen. Es wurde durch Nitrosomonas mindestens ebenso schnel 
zu HNO, oxydiert wie NH;, vorausgesetzt, da seine Konzentration 1,5 wg/m 
nicht iiberstieg (LeEs, 1952b, 1954; Kmrmack u. Lezs, 1952; Horman u. LEES 
1952, 1953). Diese Reaktion wurde durch Allylthioharnstoff nicht gehemmt, woh 
aber durch Hydrazin. Allylthioharnstoff blockierte dagegen die NH,-Oxydation a 
NH,OH. Das bisher umstrittene KLuyver-Donker-Schema der NH,-Oxydatior 
erhalt damit die erste feste Grundlage (KLUYVER u. DonKur, 1926). Danach la 
die Oxydation itiber Hydroxylamin und die hypothetische untersalpetrige zur sal 
petrigen Saure: 


NH, —- NH,OH -> (H,N,0,) > HNO, 
/ 


Allylthioharnstoff eine hohe Affinitaét zum Kupfer hat, diirfte das die Stufe 


Stufe A wurde also durch Allylthioharnstoff blockiert, B durch Hydrazin. ; 
steuernde Enzym kupferhaltig sein. 


Aminoséuren von Nitrosomonas durch (siehe auch KerRMAcK u. Lexs, 1952). | 
erhielt 18 verschiedene Sauren dieser Art, und zwar fast die gleichen, die aul 
in anderen Mikroorganismen gefunden werden, z. B. in Diphtheriebakterien, Hefen 
u. a. Unter diesen befand sich auch Histidin, was insofern bemerkenswert war, al. 
diese Aminosaure nach Luxs (1952a) die NH;-Oxydation véllig blockiert, wenn mai 
sie den Bakterien in der Nahrlésung bietet. 


Wir haben seit mehr als 3 Jahren ahnliche Versuche mit Nitrobacte: 
winogradskyi durchgefiihrt. Uns interessierte zunachst die Frage, 0 
Schwermetalle an der Nitritoxydation beteiligt sind. Wir arbeiteten mi 
o-Phenanthrolin, das durch seine Neigung zur Metall-Komplexbilduny 
Enzyme hemmt, in denen Fe und Zn enthalten sind. WarBure (1946 
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hatte es benutzt, um zu zeigen, daB das die photochemische Wasser- 
spaltung katalysierende Enzym der Chloroplasten wahrscheinlich Zn- 
haltig ist. Wir sagten uns, daB die HNO,-Oxydation reversibel hemmbar 
sein miisse, sollte eines der genannten Metalle am Aufbau des Oxydations- 
enzyms beteiligt sein. 

AuBerdem priiften wir den Einflu8 von 2,4-Dinitrophenol und Strepto- 
mycin. Nach den Untersuchungen von Luss (1952a) blockieren beide 
Stoffe in geeigneter Konzentration das Wachstum von Nitrosomonas, 
nicht aber dessen Oxydation. Es war daher anzunehmen, da8 sich auch 
Nitrobacter ahnlich verhalten wiirde. Die Trennung von Wachstum und 
N-Oxydation war schon Wrnoarapsky (1899) mit Glucose und anderen 
einfachen organischen Stoffen gelungen. Diese wirken auf die nitri- 
fizierenden Bakterien bekanntlich wie Zellgifte. Die Trennung gelang 
ferner MEYERHOF (1916a) und Netson (1931) durch CO,-Entzug. Auch 
wir bedienten uns dieser Methode bei Nitrobacter. SchlieBlich fiihrten 
wir eine papierchromatographische Analyse der Aminosauren von Nitro- 
bacter durch, die eine weitgehende Ubereinstimmung mit dem von Hor- 
MAN (1953) bei Nitrosomonas erhaltenen Befund erbrachte. 


Methodik. 


Samtliche Versuche wurden mit lebenden Kulturen unter physiologisch 
méglichst noch zulassigen Bedingungen durchgefihrt. Zellextrakte oder 
Mazerate wurden nicht benutzt. 

Der uns zur Verfiigung stehende Stamm von Nitrobacter winogradskyi war aus 


Gartenerde des Botanischen Gartens Hamburg nach dem Verfahren von ENGEL u. 
SxaLLav (1937) isoliert worden. Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung : 


Bia Nei ay). (Bes age Se oO BesOeui,0 was ag OLE 
ELD) tee ace Bred 3 05010) Leitungswasser. . . . . 1000 ml 
migsO,: 7 HO ss 0,58 | ot Pe ee ee BY eae 7,3—7,6 


Der O,-Verbrauch wurde manometrisch nach der WarsuraG-Methode bestimmt. 
Als Apparatur diente das Modell V der Firma Braun-Melsungen. Da wir kein zu- 
verlassiges MaB fiir die bei jedem Versuchsansatz verwendete Bakterienmenge hat- 
ten, begniigten wir uns mit der Angabe der Nitritmenge, auf der die Bakterien vor 
Einbringen in die Warsurc-Apparatur herangewachsen waren. Diese Methode 
setzt voraus, daB auf eine bestimmte oxydierte Nitritmenge stets der gleiche Zu- 
wachs an Bakterien kommt. Das trifft unter Einhaltung stets gleicher Anzucht- 
bedingungen natiirlich nur angenahert zu, liefert aber eine brauchbare Grundlage, 
wie die Untersuchungen von BussWELL u. Mitarb. (1954) zeigten. 

Die Bakterien wurden in 100 ml Ertenmeyer-Kolben mit 20 ml Nahrlésung 
(entsprechend 20 mg NaNO,) herangezogen. Nach beendeter Oxydation wurde der 
Kolben gut geschiittelt und ein aliquoter Teil, meist 1 oder 2 ml (entsprechend 1 
oder 2 mg NaNO,) als Impfmaterial fiir den eigentlichen Versuch entnommen. Oder 
es wurden die Bakterien nach Heranzucht auf einer groBeren Menge Nahrlésung 
auf wenige ml zusammen zentrifugiert. Ein bestimmter Teil des Zentrifugats 


diente als Impfgut. 
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Die Temperatur betrug wihrend der Messungen 25° C. Bei fast allen Versuchem 
wurden die Reaktionskélbchen Tag und Nacht geschiittelt. Da jeder Versuch fast 
eine Woche dauerte, bedeutete das eine auBergewdhnliche Belastung der zur Ver. : 
fiigung stehenden Apparatur. Infolge der langen Versuchsdauer machten sich zahl- 
reiche Fehlerquellen stérend bemerkbar. Nach jedem Versuch wurde der Inhalt der 
ReaktionsgefaiBe durch Abimpfen auf Bouillon und Hefewasser auf Reinheit ge- 
priift. Dabei stellte sich immer wieder heraus, daf ein groBer Teil der Versuchs 
ansitze durch unkontrollierbare Fremdinfektionen wahrend der oft zeitraubenden” 
Manipulationen verunreinigt wurde. Da aber zwischen diesen unsauberen und den 
rein gebliebenen Versuchsansatzen keine wesentlichen Unterschiede in den Ergeb 
nissen zutage traten, fiel diese Fehlerquelle fiir den vorliegenden’ Zweck nicht 
sonderlich ins Gewicht. Unter Wachstum ist in den folgenden Ausfiihrungen stets" 

Zellvermehrung zu verstehen. 
' In den Abbildungen bedeutet geradliniger Aufstieg einer Kurve vollstandige 
Hemmung des Wachstums bei nicht oder teilweise gehemmter Oxydation. ~ 
solche Kurve haben wir als Beweis dafiir angesehen, daB die Zahl der oxydiere 
den Zellen konstant ist. Wir tibersehen allerdings nicht, daB auch andere De 
tungen méglich sind. Die Zahl der Zellen kénnte z. B. zunehmen, aber die Wine | 
kung dieses Zuwachses auf die O,-Aufnahme durch entsprechende Hemmung der 
Oxydation gerade aufgehoben werden. . 


Die Wirkung des Phenanthrolins. 


a 


Wirsuchten zunichst eine Phenanthrolinkonzentration zu finden, die z 
Blockierung der Nitritoxydation fiihrt. Die je Ansatz vorgelegte Bakteriens 
menge entsprach etwa 1—2mg oxydiertem NaNO,. Eine genauere An- 
gabe lieB sich nicht machen, da das Volumen der Nahrlésung in rs | 
Anzuchtkolben durch Verdunstung unkontrollierbar bis zu 50% abnahm, 
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Abb, 1*. Die Wirkung von o-Phenanthrolin-Chlorhydrat auf Nitrobacter winogradskyi. 1 ml Z% i 
suspension, entsprechend 1—2 mg oxydiertem NaNO,; 3 ml Nihrlésung, enthaltend 8 mg NaN’ | 
1 ml Phenanthrolinlésung, nach 48% Std zugekippt. | 


Wirksame Phenanthrolinkonzentration: 0; 8,4 x 10-5; 6,8 10-5; 13,6 x 10-°m; ; | 
Zahl der Parallelen: 3 1 3 3 t= 25°C,  @ 
* Berichtigung: Auf der Ordinate aller Kurvenbilder mm? statt mm?, ‘| 


Da die O,-Aufnahme in allen Versuchsansiitzen bis zam Zukippen | 
Phenanthrolins tibereinstimmte, wurde nur eine gemeinsame Kurve ge 
zeichnet. Thre Form (Abb. 1) 1a8t erkennen, da8 die Zahl der Bakteriel 
zunimmt. Nach dem Zusatz hért das Wachstum sofort auf, einerlei, wi 
viel Phenanthrolin gegeben wurde. Man erkennt das daran, daB sich 
Kurven nicht mehr weiter aufwirts krimmen. Die Oxydation li 
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dagegen weiter. Sie konnte auch nicht durch eine Phenanthrolingabe 
zum Stillstand gebracht werden, die 5mal so hoch war wie die héchste 
des vorliegenden Versuchs. 

Man erkennt ferner, daB die Oxydationsgeschwindigkeit bei 3,4 und 

6,8 x 10->m Phenanthrolin etwa 24 Std lang die Héhe beibehilt, die 
sie im Augenblick des Zukippens hat. Unter den gegebenen Bedingungen 
ist damit eine ideale Blockierung des Wachstums bei nicht gehemmter 
Oxydation erreicht. Danach tritt eine geringe, progressiv fortschreitende 
emmung auch der Oxydation ein, die bei 6,8 x 10-5m etwas star- 
ker ist. 
Die hohe Gabe von 13,6 x 10-5 m zeigt diese fortschreitende Hem- 
mung der Oxydation von Anfang an und in verstirktem Ausma8. Aber 
sie fuhrt nicht, wie wir uns mehrfach tiberzeugten, zum Stillstand, selbst 
wenn der Versuch noch um 48 Std verlangert wird. 

Phenanthrolin wirkt somit zwar hemmend auf die Tatigkeit der 

Nitritbakterien, in erster Linie jedoch durch Blockierung des Wachs- 
ums, weniger der Nitritoxydation. Diese erweist sich als recht wider- 
standsfihig. Am Aufbau des Nitritoxydationsenzyms beteiligen sich da- 
her kaum Metalle, die durch Phenanthrolin leicht entfernt werden 
k6nnen. Andererseits miissen solche Metalle vorhanden sein, wie das 
Aufhoren des Wachstums schon durch geringe Phenanthrolingaben be- 
weist. 
Die folgenden Versuche zeigen, daB die Phenanthrolinhemmung rever- 
sibel ist. Gibt man wahrend der Oxydation Fe in Form von FeSO,: 7H,O 
hinzu, setzt sofort eine Enthemmung ein. Um eine bessere Wirkung zu 
erzielen, wurde die zur Impfung benutzte Stammkultur in einer Fe- 
freien Nahrlésung herangezogen. Die Bakterien muBten mit dem Fe 
auskommen, das als Verunreinigung in den Salzen und im Glas der Ge- 
faBe enthalten ist. Sie wuchsen entsprechend langsamer. Nach den Be- 
obachtungen von MEIKLEJOHN (1953) ist das Fe-Minimum der nitri- 
fizierenden Bakterien éuBerst gering. 

Auch wurde jetzt, von der Kontrolle abgesehen, das Phenanthrolin 
den Bakterien von vornherein zugesetzt. Die Fe-Konzentration betrug 
3,6 x 10-4 m. Diese Menge liegt nach MEIKLEJOHN zwar schon tiber dem 
Optimum, 148+ aber noch normale Oxydation zu. Da 1 Mol Phenan- 
throlin 3 Mol Fe bindet, reichte sie aus, um die niedrige Phenanthrolin- 
gabe véllig zu entgiften, die hohere nur zu 1/6. 

Wie Abb. 2 veranschaulicht, macht sich vor Zukippen des Fe der Fe- 
Mangel stark hemmend auf die Tatigkeit der Bakterien bemerkbar. 
Wahrend im vorigen Versuch nach 30 Std bereits 80 mm? O, aufgenom- 
men waren, sind es jetzt nur 20 mm?®. Zwischen Kontrolle und nied- 
riger Phenanthrolingabe besteht noch kein gro8er Unterschied, die Hem- 
mung des Wachstums ist jedoch deutlich erkennbar. Dagegen lift die 
7% 
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fast unphysiologisch hohe Gabe kein Wachstum mehr zu. Die Oxydation 
wird dagegen noch nicht ganz unterdriickt. 

Nach Zukippen des Fe andert sich das Bild sofort. Die schwache 
Phenanthrolingabe iiberholt nach wenigen Stunden die Kontrolle, die 
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Abb. 2. Die Wirkung von Fe auf die Phenanthrolinhemmung 

bei Nitrobacter winogradskyi. 1 ml Zellsuspension, ent- 

sprechend 1—2 mg oxydiertem NaNO,; 2 ml Nihrlésung, 

enthaltend 2mg NaNO,; 1 ml FeSO,-7 H,O-Lésung, nach 

29% Std zugekippt; wirksame Konzentration 3,6 x 10-4 m}; 
1 ml Phenanthrolinlésung. 
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Wirks. Konz. 0, 6,8 x 10-° und 6,8 x 10-* m; 
Zahl der Parallelen: 2 2 8 t= 25°C. 
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Abb. 3. Die Wirkung von Fe auf die Phenanthrolinhemmung 

bei Nitrobacter winogradskyi. 1 ml Zellsuspension, ent- 

sprechend 1—2 mg oxydiertem NaNO,; 2 ml Nihrlésung, 

enthaltend 2 mg NaNO,; 1 ml Phenanthrolinlésung; wirk- 

same Konzentration: 6,8 x 10-‘ m; 1 ml FeSO,:7H,0- 

Liésung, nach 46 Std zugekippt; wirksame Konzentration: 
3,6 x 10-‘m; 2 Parallelen; t = 25° C. 


waren in Fe-freier Nahrlésung herangewachsen. 

Abb. 3 zeigt, daB sich mit dem Augenblick der Fe-Zugabe die Ge 
schwindigkeit der O,-Absorption der phenanthrolinfreien Kultur prak 
tisch nicht mehr verandert. Die Kurve steigt gradlinig weiter auf. In de 
Kontrolle ohne Fe-Zusatz findet dagegen noch eine betrachtlich 
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ihrerseits etwas gebremst- 
wird. Selbst die starke 
Hemmung durch die hohe 


gressiv abgeschwacht. Die 
Fe-Gabe war offenbar z 
hoch und wirkte infolge- 
dessen hemmend auf die 
Kontrolle. Durch die nied- 
rige §Phenanthrolinga 


Fe entgiftet und desser 
nachteiliger HinfluB besei, 
tigt. Andererseits reichte 
das Fe nicht aus, um die 


unverkennbar (Aufwirts- 
kriimmung der Kurve). 

Der nichste Versuch 
zeigt diese Zusammenhinge | 
noch deutlicher. Er inal 
wesentlich langer und 
brachte daher die pro- 
gressive Reaktivierung des 
phenanthrolingehemmten — 
Nitrobacter durch LEiser 
noch klarer zum Ausdruck, 
Diesmal liefen 2 Kontrollen 
mit, beide ohne Phenan- 
throlin, die eine auch ohne 
Fe-Zugabe. Die Bakterien 
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eschleunigung als Folge der starken Vermehrung der Bakterien statt. Da- 
it ist erwiesen, daB die Fe-Gabe auch im Versuch vorher zu hoch war. 
Sie hemmt jedoch nicht die Nitritoxydation, sondern nur das Wachstum. 
Das letzte Drittel der Kontrollkurve ohne Fe 148t auch deutlich die endo- 
gene Atmung der Bakterien erkennen, eine Bestiitigung der Befunde von 
BOMEKE (1939). Der Fe-Zusatz schwicht dagegen die starke Hemmung 
der hohen Phenanthrolingabe progressiv ab. Die Bakterien beginnen zu 
wachsen, wie die immer stirker 
werdende Aufrichtung der Kurve 
zeigt. Da die Fe-Gabe zur volligen 
Enthemmung zu gering war, geht 2 
die Erholung nur langsam vor 2 
sich. 

Die Reaktivierung durch Fe 
erfolgt viel schneller, wenn die 
Phenanthrolinkonzentration 10- %” 
mal so gering ist (Abb. 4). In 
diesem Versuch war auch die 
Kontrolle von Anfang an durch 
Phonanthrolingchemmt. Wieman sl Disikungron Foal hentai 
sieht, wird die Hemmung durch suspension, entsprechend 1—2 mg oxydiertem 
Fe sofort aufgehoben. Man erhalt Po adit abidiis women 
eine Kurve, die so aussieht, als tration: 6,8 x 10-*m; 1 ml FeSO,-7 H,0-Lésung; 
ob kein Phenanthrolin zugegen ae Gee Wien aat Pesci FA 
ware. Damit diirfte gezeigt sein, 
daB die Phenanthrolinhemmung des Wachstums reversibel ist und auf 
Bindung von Schwermetallen beruht. Es kommen wahrscheinlich nur Fe 
oder Zn in Frage. 
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Die Wirkung des 2,4-Dinitrophenols (DNP). 

Les (1952a) hatte gefunden, daB DNP die NH,-Oxydation des Nitrit- 
bildners nicht hemmt. Um Hinfliisse des Wachstums auszuschalten, 
dehnte er seine Versuche absichtlich nicht tiber 3 Std aus. Da uns dies 
Verfahren nicht sicher genug erschien, lieBen wir das DNP 2—3 Tage 
einwirken. 

- Der erste Versuch dieser Art diente der Ermittlung der DNP-Konzen- 
tration, die die Nitritoxydation gerade nicht hemmt. Die schwache und 
die mittlere DNP-Gabe hatten keinen nennenswerten HinfluB, so daB 
ihre Kurven mit der der Kontrolle zu einer gemeinsamen Kurve ver- 
einigt werden konnten (Abb. 5). Die hohe DNP-Gabe blockierte dagegen 
das Wachstum vollstandig, wihrend die Nitritoxydation unvermindert 
bis Versuchsende weiter geht, wie man an dem fast geraden Aufstieg der 
Kurve erkennt. Das Uberraschende an dem Ergebnis ist die iber mehr 
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als 3 Tage anhaltende Vertriiglichkeit der Zellen gegeniiber dem ,,Leer- 
lauf der Oxydation. Die DNP-gehemmte Kultur verhalt sich damit so, 
als ob es uns gelungen wire, das Oxydationssystem abzutrennen und 
allein fiir sich zur Wirkung zu bringen. 
Abb. 6 gibt einen Versuch wieder, bei dem die DNP- Konzentration 
doppelt so hoch war wie die staérkste Gabe des vorigen Versuchs. Das” 
Ergebnis ist aber nicht wesentlich anders. Unmittelbar nach DNP- 
Zugabe wird das Wachstum 
eingestellt, wihrend die 
Oxydation wenig betroffen 
ist. Die DNP-Konzentration — 
ist jedoch bereits etwas zu 
hoch, wie die leicht ab- 
warts gerichtete progressive 
Kriimmung der Kurvezeigt. 
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Abb. 5. Die Wirkung von DNP auf Nitrobacter winogradskyt. Der auf das Wachstum 7 


4,5 ml Nabrlésung, enthaltend 5 mg NaNO,; Bakterien- -wirksame, die Nitritoxyda- 
menge entsprechend 4 mg oxydiertem NaNO, ; 0,5 ml DNP- i ‘ 2 
Lésung, nach 21 Std zugekippt. tion jedoch nicht hemmende : 


Wirks. Konz. _0, 2,5 « 10-4, 10-3 u. 2,5 x 10° m; Konzentrationsbereich des 
Zahl d.Parallelen: 2 1 2 2 t= 25°C. 


so echo wie in Abb. 6, Wachatine or Onydounee in gleicher Weise 
beeinflussen. 

Mitunter fielen die Ergebnisse auch anders aus insofern, als DNP- 
Gaben, die in einem Versuchsansatz unwirksam waren, im anderen 
wirkten. Wir fanden dafiir keine endgiiltige Erklarung. Es scheinen aber’ 
daran hauptsachlich die in gleichen Ansiatzen oft ungleichen Bakterien- 
mengen schuld zu sein, eine Fehlerquelle, die sich nicht beseitigen lie®. 
Wie stark das Ergebnis dadurch beeinflu&t wird, zeigt der folgende Ver 
such, bei dem absichtlich verschiedene Bakterienmengen der gleicher 
DNP-Konzentration ausgesetzt wurden. 

Nimmt man an, da das DNP in allen Fallen ausgereicht hiitte, das 
Wachstum stillzulegen, ohne die Oxydation zu hemmen, wire der in 
Abb. 7 durch die gestrichelten Geraden angedeutete Oxydationsverlauf 
zu erwarten. Man erhalt ihn, indem man die beiden letzten Werte vor 
DNP-Zugabe durch eine Gerade verbindet und diese verlingert. Dabei ist 
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vorausgesetzt, daB sich die Intensitit der Oxydation vom Augenblick 
der DNP-Zugabe nicht mehr andert (= ideale Wachstumshemmung). 


Die ausgezogenen Kurven geben den tatsachlichen Verlauf der O,-Auf- 
nahme wieder. 


_ Wie nicht anders zu erwarten war, ist die O,-Aufnahme um so groBer, 
je mehr Bakterien vorhanden sind. Bei der héchsten Bakteriengabe 
reicht die DNP-Menge am wenigsten aus, um alle Zellen am Wachstum 
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Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 6. Die Wirkung von DNP auf Nitrobacter winogradskyi. 4 ml Nihrlésung, enthaltend 3,8 mg 
NaNO,.; Bakterienmenge entsprechend 3 mg oxydiertem NaNO,; 1 ml DNP-Lésung, nach 26 Std 
zugekippt; wirksame Konzentration: 5 x 10-?m; Zahl der Parallelen: 3 oe SO CE 


Abb. 7. Die Wirkung von DNP auf verschiedene Mengen von Nitrobacter winogradskyi. 1 ml Nitrit- 

lésung, enthaltend 5mg NaNO.; 1 ml DNP-Ldésung, nach 24 Std zugekippt; wirksame Konzen- 

tration: 2,5 x 10-* m; 0,3 ml Bakteriensuspension + 2,7 ml H,O, entsprechend 0,3 mg oxydiertem 

NaNO,; Parallelen: 1; 1,0 ml Bakteriensuspension + 2,0 ml H,0, entsprechend 1,0 mg oxydiertem 

NaNO,; Parallelen: 2; 3,0 ml Bakteriensuspension + 0 ml H,O, entsprechend 3,0 mg oxydiertem 
NaNO,; Parallelen: 2; ¢ = 25°C. 


zu hindern. Das kommt in der Differenz zwischen der theoretischen und 
der tatsichlich beobachteten Kurve allerdings nicht zum Ausdruck, da 
das Wachstum bereits vor Zukippen des DNP die logarithmische Phase 
iiberschritten hatte. Andere begrenzende Faktoren als DNP, unter 
denen CO,-Mangel wahrscheinlich die entscheidende Rolle spielt, mach- 
ten sich bemerkbar. 

Bei der mittleren Bakteriengabe liegen die Verhaltnisse giinstiger. 
Hier tritt der Unterschied zwischen beobachteter O,-Aufnahme und 
theoretischer Hemmung scharf hervor, offenbar da der DNP-Zusatz die 
Bakterien mitten in der logarithmischen Phase des Wachstums trifft. 
Die DNP-Konzentration reicht aber nicht aus, um das Wachstum tat- 
sachlich zu verhindern. 
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Das Wachstum der kleinen Bakterienmenge ist dagegen fast voll- 
standig unterbunden. Infolgedessen fallen tatsachliche und errechnet 
Hemmung praktisch zusammen. Ein nennenswerter Zuwachs an Bak- 
terien hat nach der Blockierung nicht mehr stattgefunden. Der enge 
Wirkungsbereich des DNP kommt somit auch in der Begrenzung der 
beeinflu8baren Bakterienmenge auf einen schmalen Bereich zum Aus- 
druck. Das Verhaltnis Zellmenge/DNP mu8 daher genau ausbalanziert— 
sein, will man zu einer idealen Hemmung kommen. Leider haben wir 
kein exaktes MaB fiir die Bakterienmenge, so daB wir nicht sagen k6on- 
nen, wieviel DNP-Molekiile auf eine Zelle entfallen, damit diese am 
Wachstum gehindert wird. 


Die Wirkung des Streptomycins. 

Fiir den ersten Versuch dieser Art wurde eine sehr groBe Bakterien- 
menge benutzt. Sie entsprach der Oxydation von etwa 30 mg NaNO, 
Das Streptomycinsulfat war ein Praparat der Firma Bayer. 

Wie Abb.8 veranschaulicht, nimmt die hemmende Wirkung de 
Streptomycins mit steigender Konzentration zu, ebenso auch mit der 
Dauer der Einwirkung. Die Empfindlichkeit von Nitrobacter ist jedoc 
unter den gegebenen Bedingungen 
auffallend gering. Erst eine 4ma 
so hohe Konzentration wie LEE 


sie anwandte, namlich 10 mg/ml, 
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Abb. 8, Abb. 9. 
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Abb. 8. Die Wirkung von Streptomycin auf Nitrobacter winogradskyi. 4,0 ml Bakteriensuspension 

entsprechend etwa 30 mg oxydiertem NaNO,; 0,5 ml Nitritlésung, enthaltend 5 mg NaNO,, nach 

4 Std zugekippt; 0,5 ml Streptomycinlésung, nach 4 Std zugekippt. 

Wirksame Streptomycinkonzentration: 0; 0,1; 1,0 und 10,0 mg/ml; 
Zahl der Parallelen: 2 ie 2, 1 t = 25°C, 


Abb. 9. Die Wirkung von Streptomycin auf Nitrobacter winogradskyi. 4,0 ml Bakteriensuspensio’ 
entsprechend etwa 4 mg oxydiertem NaNO,; 0,5 ml Nitritlisung, enthaltend 5 mg NaNO,; 0,5 
Streptomycinlésung, nach 24 Std zugekippt. Wirksame Konzentration; 0 und 0,1 mg/ml; 

Zahl der Parallelen: 3 4 t = 25° 
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blockiert das Wachstum vollstiindig, waihrend die Oxydation nur wenig 
gehemmt wird. Diese geringe Empfindlichkeit éuBert sich auch in der Zeit, 
die verstreicht, bis sich die Wirkung bemerkbar macht. Sie betragt bis 
zu 12 Std. Wahrend dieser Zeit findet noch Wachstum statt. 

Da die Bakterienmenge vermutlich zu gro8 war, um das Streptomycin 
voll zur Wirkung kommen zu lassen und um ein noch besseres Wachstum 
zu erhalten, wurden im nachsten Versuch wesentlich geringere Mengen 
an Bakterien und Streptomycin benutzt. Das Ergebnis (Abb. 9) ist je- 
doch das gleiche wie vorher, nur mit dem Unterschied, daB jetzt 0,1 mg 
Streptomycin/ml etwa so hemmen wie dort 10 mg. Wiederum verstrei- 
chen 10—12 Std, ehe eine Wirkung eintritt. Diese ist hier besonders an- 
schaulich, da die Kontrolle vor der Streptomycingabe zufallig schwacher 
oxydiert (infolge geringerer Bakterienmenge) als der Streptomycinansatz. 

Das Bild der Streptomycinwirkung ist somit ein anderes als das des 
DNP. Der wirksame Konzentrationsbereich ist breiter als bei diesem, 
und es vergehen viele Stunden, ehe sich sein EinfluB geltend macht. Die 
Hemmung durch DNP tritt dagegen sehr schnell ein. Auch verstarkt 
sich der Einflu8 des Streptomycins mit der Zeit, wahrend eine solche 
progressive Wirkung beim DNP kaum zu erkennen ist. 
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Abb. 10. Abb. 11. 


Abb. 10. Die Wirkung des CO,-Entzugs auf Nitrobacter winogradskyi. 4,0 ml Bakteriensuspension, 
entsprechend etwa 4 mg oxydiertem NaNO,; 1,0 ml Nitritlosung, enthaltend 5mg NaNO,.; KOH- 
Zugabe nach 4 Std; Zahl der Parallelen: 5; t = 25°C. 


Abb. 11. Die Wirkung des CO,-Entzugs auf Nitrobacter winogradskyt. 3,0 ml Bakteriensuspension, 
entsprechend etwa 3 mg oxydiertem NaNO,; 2,0 ml Nitritlosung, enthaltend 5mg NaNO,; KOH- 
Zugabe nach 22% Std; Zahl der Parallelen: Kontrolle 4; + KOH 3; ¢ = 25°C. 


Die Wirkung des CO,-Entzugs. 
Bei diesen Versuchen wurde KOH dem seitlichen GefaBansatz nicht 
als Flissigkeit zugegeben wie sonst iiblich, sondern in Form einiger 
Kornchen. Das hatte sich als praktischer erwiesen. 
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Die Werte fiir den O,-Verbrauch liegen (Abb. 10) fast wihrend des 
ganzen, verhaltnismaBig kurzen Versuchs auf einer ansteigenden Ge: 
raden, der Beweis, da8 kein Wachstum stattfindet, die Oxydation da 
gegen weiterliuft. Der nachste Versuch zeigt die Wirkung des CO,-Ent 
zugs noch eindrucksvoller, da hier zum Vergleich Kontrollen zur Ver- 
fiigung standen und KOH erst 22 Std nach Versuchsbeginn sees ( 
wurde. 

Das Wachstum hort (Abb. 11) wenige Stunden nach KOH-Zusatz auf, 
wahrend die Nitrifikation zunichst unvermindert weitergeht. Damit 
finden die Befunde MryErHors (1916a) eine volle Bestaétigung. Worauf 
es allerdings beruhte, daB die Intensitit der O,-Aufnahme nach Verlauf 
von weiteren 24 Std progressiv langsam absinkt, obwohl das NaNO, 
noch nicht vollig verbraucht ist, bleibt unklar. Das deutet auf Storung 
auch der Oxydation hin. 


Die Aminosiuren von Nitrobacter. 

Absolut saubere Anreicherungen von Nitrobacter winogradskyi wurden 
zentrifugiert, mit n/10 HCl gewaschen, das Zentrifugat mit 6n HCl 
hydrolysiert und das Hydrolysat nach der zweidimensionalen Methode 
absteigend mit Butanol-Eisessig 

re und Pyridin-Amylalkohol chro- 
Cs -matographiert. Es wurden fol- 
a gende Aminoséuren erhalten, 

# Pre deren Reihenfolge ungefahr der 
Pai Rangordnung ihrer Mengen ent- 
spricht (siehe auch Abb. 12): 

Alanin, Glutamin- und Aspar- 

er aginséure, Glycin, Leucin, Iso- 
leucin, Arginin, Lysin, Serin, 
Threonin, Phenylalanin, Valin, 
Prolin, Tyrosin, Cystin, Histidin 
und Methionin. Die Mengen. 
wurden durch Vergleich der 
Farbtiefe und GroBe der Flecken | 
=— Pyridin-Amylalkohol Start geschiitzt. Da Tryptophan bei 


Met 


ae 


Ar ere 


Bianao eels = 


fe 


Abb. 12. Papierchromatogramm der Aminosiiuren der Hydr Ort wir : 
von WNitrobacter winogradskyi. Leu Leucin, Iso y ree sche E | 
Isoleucin, Phe Phenylalanin, Val Valin, Met wurde es fiir sich nach der 
Methionin, Tyr Tyrosin, Ala Alanin, Pro Prolin, oe 

Thr Threonin, Gly Glycin, Se Serin, Glu Glut- EnRirouschen f Methode ae f 
aminsiure, Asp Asparaginsiiure, Arg Arginin, sericea | 


Lys Lysin, His Histidin, Cys Cystin. 


(1953) bei Nitrosomonas fand, und auch ihre Mengen sbhainen nich 
wesentlich andere zu sein. Das Chromatogramm unterscheidet sich aucht 
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nicht wesentlich von dem, das Mxvius jr. (1953) fiir Hyphomicrobium 
vulgare erhielt. 


SchluBbetrachtungen. 


Da die Nitritoxydation auf Phenanthrolingaben, die das Wachstum 
vollig hemmen, kaum reagiert, ist es unwahrscheinlich, daB der die Oxy- 
dation steuernde Enzymkomplex Fe- oder Zn-haltig ist. Sollte er es den- 
noch sein, diirften sich die genannten Metalle nur schwer durch Phenan- 
throlin abtrennen lassen. 


Die reversible Hemmung des Wachstums durch Phenanthrolin ist 
andererseits ein Beweis dafiir, daB eines der Metalle oder beide an ent- 
scheidender Stelle vorkommen. Nitrobacter besitzt eine endogene Atmung, 
und es ist vielleicht das Fe-haltige Cytochromsystem, das durch Phenan- 
throlin gehemmt wird. In Analogie zur Photosynthese kénnte auch der 
fiir die Chemosynthese verantwortliche Enzymkomplex Zn-haltig sein 
und daher auf Phenanthrolin ansprechen. 


Auch DNP-Gaben, die die Oxydation noch nicht hemmen, bringen 
das Wachstum zum Stillstand. Da DNP die Bildung energiereicher 
Phosphatbindungen verhindert, und diese fiir die CO,-Assimilation bei 
der Photosynthese wahrscheinlich notwendig sind (Hotzer, 1951), 
kénnte abnliches auch fiir die Chemosynthese von Nitrobacter zutreffen. 
Die Blockierung mu8 dann zwangslaufig auch das Wachstum zum Er- 
liegen bringen. 

Auch Streptomycin unterdriickt das Wachstum in Konzentrationen, 
die auf die Oxydation wenig Einflu8 haben. Uber den Ort seines An- 
sriffs in der Bakterienzelle ist trotz zahlreicher Untersuchungen nichts 
Sicheres bekannt (UMBREIT, 1952). Besonders auffallend ist die Tat- 
sache, daB 10—12 Std vergehen, bis sich die Wirkung bemerkbar macht. 
In dieser Zeit wachsen die Zellen noch. Man erhalt den Eindruck, als ob 
ein Vorrat an wachstumsnotwendigen Stoffen aufgebraucht wird, der 
infolge.der Streptomycinwirkung nicht mehr erginzt werden kann. Die 
progressive Hemmung weist ferner auf tiefergreifende strukturelle Ande- 
rungen im Plasma hin. 

Die relative Unempfindlichkeit des Oxydationsmechanismus gegen- 
liber den verschiedensten duBeren Einwirkungen ist jedenfalls auf- 
fallend. Auch Fe-Gaben, die das Wachstum deutlich verlangsamen, 
lassen die Oxydation unbehelligt (Abb. 3). Das geht auch aus den Be- 
obachtungen von MErKLEJOHN (1953) hervor. Ahnlich verhalt sich der 
Nitrat-N (MevreruHor 1916a): 1,5°% NaNO, in der Nahrlosung wirkten 
optimal auf die Nitritoxydation, hemmten aber das Wachstum erheb- 
ich. Selbst die bekannte ungiinstige Wirkung freien Ammoniaks scheint 
nach Mreyveruor (1916b) mehr eine Wachstums- als eine Oxydations- 
hemmung zu sein. Auch WrnoGgRADSKyYs (1899) Untersuchungen lieBen 


108 H. Encer, E. Kreou und I. FrmmpERICHSEN: 


die gréBere Stabilitét des oxydierenden Zellkomplexes klar erkennen 
Nitrosomonas z. B. oxydierte noch in Gegenwart von 0,2 m Glucose un- 
gestért, sein Wachstum wurde durch 0,01 m véllig verhindert. Nitro- 
bacter oxydierte in Gegenwart von 0,3 m Glucose normal, das Wachstu 
hérte dagegen schon bei 0,015 m auf. Ahnliche Wirkungsunterschiede 
zeigten Harnstoff, Asparagin, Glycerin u.a. Diese Befunde erregten 
damals Aufsehen, da sich hier die tiblichen Nahrstoffe fiir Bakterien wi 
ausgesprochene Zellgifte verhielten. Sie wurden in der Folgezeit mehrfac 
bestatigt (z.B. Mryrmrnor, 1916a, b, c; Heustit, 1929; Kinema~ 
Boutszs, 1935; Hus, 1937 u. a.), aber meistens wurde keine klare Tren- 
nung von Oxydation und Wachstum vorgenommen. Erst Lens (1952a) 
fiihrte diese Unterscheidung wieder klar durch und richtete seine Ver- 
suche danach ein. Er fand, da8 fast alle das Plasma aufbauenden Amino: 
siuren — 18 an der Zahl — die NH,-Oxydation durch Nitrosomo 
nicht oder nur wenig hemmen. 

Die ungiinstige Wirkung der organischen Stoffe kann somit nicht a 
reheat der spezifischen Energiequellen der prs = 


zusammenhingen. Sehr wahrscheinlich wird ek Chemosynthesemec 
nismus gestért, auf den die Bakterien unbedingt angewiesen sind. 
Ebenso kann das Unvermoégen der nitrifizierenden Bakterien, diese 
Stoffe abzubauen, nicht auf Undurchlassigkeit der Plasmagrenzschicht 
zuriickgefiihrt werden. Diese Stoffe gelangen ohne Zweifel in die Zelle, 
wie die ungiinstige Wirkung auf das Wachstum zeigt. 
Somit kénnen unsere Uberlegungen die angeschnittenen Fragen zw. 
nicht beantworten, aber sie schlieBen bestimmte Méglichkeiten | 
Dariiber hinaus beriihren sie noch ein anderes Problem. Im Verlaufe des 
Wachstums sinkt die chemosynthetische Ausbeute (Nutzeffekt der Oxy- 
dation) erheblich ab. Horman u. Lexs (1952) hatten zur Erklarun, 
dieser Erscheinung einen Nitritexkretionsmechanismus angenommen, 


i 


wonnenen Assimilate (siehe auch Luxs, 1954). Je gréBer die Konzen- 
trationsdifferenz zwischen Nitrit auBerhalb und innerhalb der Zelle im 
Verlaufe des Wachstums werde, desto gréBer miisse auch die Exkretions:- 
atmung sein. Diese Annahme vermag jedoch nicht zu erkliren, waru a! 
die Zellen nach beendeter Oxydation lange Zeit weiterleben und nicht 
an Erschépfung zugrunde gehen. Zudem haben die Wirmemessungent 
von MryrrHor (1916a) an Nitrobacter und die von Hus (1937) an Nitro-4 
somonas gezeigt, daB eine zusiitzliche Beanspruchung der freien Energie 
der Oxydation iiber den Bedarf der CO,-Assimilation nicht stattfindeb 
Alle nicht dafiir verbrauchte freie Energie erscheint in Form von Warm f 
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Ferner kann eine Exkretionsatmung nicht bei Nitrobacter vorkommen, 
da der Nitrat-N weit weniger giftig ist und im Verlaufe des Wachstums 
keine wesentlichen Anderungen der osmotischen Verhiltnisse eintreten. 
Die chemosynthetische Ausbeute fallt aber ebenso ab wie bei Nitro- 
somonas (BOMEKE, 1954). 


Das Absinken 148t sich zwanglos auch so deuten, da8 das Wachstum 
eher aufhort als die Oxydation (ENGEL, 1930). Beide sind nicht un- 
mittelbar miteinander gekoppelt und der Oxydationsmechanismus ist 
stabiler. Es besteht die Méglichkeit, da® sich Anderungen in der Zu- 
sammensetzung der Nahrlésung zuerst auf das Wachstum ungiinstig 
auswirken wie Verschiebung des Ionengleichgewichts, der O,- und CO,- 
Tension usw. Die Oxydation bleibt dagegen unberihrt. Nach Mrysr- 
HOF (1916a) liegt die optimale Nitritkonzentration fiir Nitrobacter bei 
0,1% NaNO,. Da die Nitritkonzentration im Verlaufe des Wachstums 
immer mehr in ungiinstige Bereiche absinkt, kann auch hierin ein Grund 
fiir die vorzeitige Kinstellung der Chemosynthese gesucht werden. 

Es ist also nicht erforderlich, die sinkende chemosynthetische Aus- 
beute auf zunehmende endogene Atmung zurickzufihren. Diese diirfte 
wihrend des Wachstums im Gegenteil an Intensitét verlieren. Sie ist 
wihrend der logarithmischen Phase des Wachstumes, der Zeit der gré8- 
ten Aufbauarbeit der Zellen, wahrscheinlich am groBten (Aufbauatmung). 
Nach Aufhéren des Wachstums sinkt sie schnell auf jenen auBerst mini- 
malen Betrag ab, den BOmeKeE (1939) fand, und den auch wir beob- 
achteten. 


Zusammenfassung. 


1. Phenanthrolin hemmt reversibel in erster Linie das Wachstum von 
Nitrobacter, nicht oder wenig die Nitritoxydation. 

2. Daraus wird geschlossen, da8 sich am Aufbau des nitritoxydieren- 
Jen Zellkomplexes Fe oder Zn nicht beteiligen, wohl aber in anderen 
lebenswichtigen Teilen der Zelle enthalten sind. 

3. Auch 2,4-Dinitrophenol hemmt in geeigneter Konzentration das 
Wachstum, ohne die Oxydation zu beeinflussen. Der Ort seines Angriffs 
iegt vermutlich im chemosynthetischen Apparat der Zellen. 

4. Die gleiche unterschiedliche Wirkung auf Wachstum und Oxy- 
lation zeigte Streptomycin. Langere Einwirkung fihrte zu einer pro- 
sressiven Hemmung auch der Oxydation. 

5. Auch gegentiber hemmenden Eisengaben in der Nahrlosung erwies 
ich die Oxydation im Vergleich zum Wachstum als weniger empfindlich. 

6. Im CO,-freien Raum lief die Oxydation weiter, wihrend das Wachs- 
um aufhorte. 
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7. Die gréBere Stabilitit des Oxydationskomplexes ergab sich auc. 
an Hand zahlreicher Angaben aus der Literatur. 

8. Die bekannte ungiinstige Wirkung vieler organischer Stoffe auf di 
Nitrifikation 14Bt sich somit nicht auf Verdraéngung der spezifischen 
Energiequellen (NH, und HNO,) von den Oxydationsorten der Zelle 
zuriickfiihren. Ebenso kann ihre Nichtverarbeitung im Stoffwechsel 
nicht auf Undurchlassigkeit der Plasmagrenzschichten beruhen. 

9. Die unabhingige Stellung der Oxydation sowie ihre groBe Stabilita 
werden zur Erklirung des absinkenden Nutzeffektes der Chemosynthes 
in wachsenden Kulturen herangezogen. 4 

10. Die papierchromatographische Analyse des HCl-Hydrolysates von 
Nitrobacter fiihrte zu dem gleichen Aminosiureinventar der Zellen wie e 
bei Nitrosomonas und anderen Mikroorganismen von anderen Autore 
erhalten wurde. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft stellte die Mittel zur Durchfiihrung de 
Untersuchungen zur Verfiigung. 


Literatur. 


Boeke, H.: Beitrage zur Physiologie nitrifizierender Bakterien. Arch. Mikro- 
biol. 10, 385—4465 (1939). — Uber das Verhaltnis des oxydierten Stickstoffs zum 
reduzierten Kohlenstoff beim Nitratbildner. Arch. Mikrobiol. 20, 176—182 ssh 
— Buswet, A. M., 8. Tetsuo, N. Lawrenoer and I. van Merex: Laboratory 
studies on the kinetics of Nitrosomonas with relation to the nitrification phase of the | 
B. O. D. test. App. Microbiol. 2, 21—25 (1954). — Eneut, H.: Die Onyatlonleltanl 
der Einzelzelle von Nitrosomonas europaea Winogradsky. Arch. Mikrobiol. 1, © 
445—463 (1930). — Enaxur, H., u. W. Sxatuav: Die Reinkultur nitrifizierender | 
Bakterien. Zbl. Bakter. II Orig. 97, 305—311 (1937). — Hus, I. W.: Zur Stoff. | 


wechselphysiologie von Nitrosomonas. Rec. Trav. Bot. Néerlandais 34, 233—27 
(1937). — Hzevustxur, I.: Untersuchungen iiber Nitritbakterien. Planta 
398—422 (1929). — Horman, T.: The biochemistry of the nitrifying organis 
3. Composition of Nitrosomonas. Biochemic. J. 54, 2983—295 (1953). — Hor 
T., and H. Lezs: The biochemistry of the nitrifying organisms, 2. The free-energ: 
efficiency of Nitrosomonas. Biochemic. J. 52, 140—142 (1952). — The inter- 
mediary metabolism of Nitrosomonas. Biochemic, J. 52, XX (1952). — The bi 
chemistry of the nitrifying organism, 4. The respiration and intermediary meta- 
bolism of Nitrosomonas. Biochemic. J. 54, 579—583 (1953). — Hoxzmr, H.: Pho 
tosynthese und Atmungskettenphosphorylierung. Z. Naturforsch. 6 (b), 424 bis 
430 (1951). — Kurmack, W. O., and H. Luzs: The chemosynthetic microorganis 
Science Progress 40, 44—53 (1952). — Kinama-Boursus, T. Y.: Untersuchunge 
liber die nitrifizierenden Bakterien. Arch. Mikrobiol. 6, 79—138 (1935). — Kuuy 
ver, A. J., u. H. J. L. Donker: Die Einheit in der Biochemie. Chemie der Zelle 
18, 134 (1926). — Luxs, H.: (a) The biochemistry of the nitrifying organism 
1, The ammonia-oxidizing systems of Nitrosomonas. Biochemic. J. 52, 134—1 
(1952). — (b) Hydroxylamine as an intermediate in nitrification. Nature (Lond, 
169, 156—157 (1952). — The biochemistry of the nitrifying bacteria. Beitrag i 
»Autotrophic Microorganisms‘. Fourth Symposium of the Society for Gener: 
Microbiology, S. 84—98, Cambridge 1954. — Mrrxusony, I.: Iron and the ni 


Beitrige zur Kenntnis der Nitritoxydation durch Nitrobacter winogradskyi. 111 


fying bacteria. J. Gen. Microbiol. 8, 58 (1953). — Some aspects of the physio- 
logy of the nitrifying bacteria. Beitrag in: Autotrophic Microorganisms. Fourth 
Symposium of the Society for General Microbiology. 8. 68—83, Cambridge 1954. 
— Mervtvs jr., W.: Beitrage zur Kenntnis von Hyphomicrobium vulgare Stutzer 
et Hartleb. Arch. Mikrobiol. 19, 1—29 (1953). — Mryrruor, O.: (a) Untersuchun- 
gen tiber den Atmungsvorgang nitrifizierender Bakterien. I. Die Atmung des 
Nitratbildners. Pfliigers Arch. 164, 353—427 (1916). — (b) II. Beeinflussungen der 
Atmung des Nitratbildners durch chemische Substanzen. Pfliigers Arch. 165, 
229—284 (1916). — (c) III. Die Atmung des Nitritbildners und ihre Beeinflussung 
durch chemische Substanzen. Pfliigers Arch. 166, 240—280 (1916). — Nexson, 
D. H.: Isolation and characterisation of Nitrosomonas and Nitrobacter. Zbl. Bakter. 
IT 88, 280—311 (1931). — Umsrutr, W. W.: Streptomycin. Trans. New York Acad. 
Sci., Ser. 2, 15, 8—11 (1952). — WarzBura, O.: Schwermetalle als Wirkungsgruppen 
von Fermenten. S. 181. Berlin: Saenger 1946. — Winograpsky, §., u. V. Omn- 
LIANSKY: Uber den Einflu8 der organischen Substanzen auf die Arbeit der nitri- 
fizierenden Bakterien. Zbl. Bakter. II 5, 329—343, 377—387, 429—440 (1899) 


Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 21, S. 112—126 (1954). 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 
Beschreibung dreier neuer Phlyctochytrien 
und eines Rhizophidium (Chytridiales) aus Erdbeden*. 


Von 
ALWIN GAERTNER. 


Mit 7 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 2. Juli 1954.) 


Bei der Untersuchung afrikanischer Bodenproben auf ihren Gehalt 
an niederen Phycomyceten (GAERTNER 1954 IT) wurden 2 neue Phlycto: 
chytrium- und 1 neue Rhizophidiumart und bei Untersuchungen an deut- 
schen Béden 1 weiteres neues Phlyctochytriwm isoliert. 


Der erste Pilz, bisher (GABRTNER 1954 II) als SV 43 bezeichnet, stammt aus einer | 
von Dr. K. Storr und Dr. St. VoceEn, beide in Mainz, am 10. 1. 1951 gesammelten | 
Erdprobe von einem feuchten und sonnigen Quellhang am Megalisberge bei Rusten- | 
burg (Transvaal). Die Probe war, wie alle tibrigen, unten noch erwahnten, am Stand. 
ort luftdicht in eine Blechdose verpackt worden. Am 23. 3. 52 wurde ein Teil der | 
Erde in Gottingen in eine Perrt-Schale mit Wasser und Fliegenbeinen als Kéde 
gebracht (GAERTNER 1954 IT). Nach einigen Tagen zeigten sich an einem der Fliege 
beine mehrere etwa 30—50 u groBe Pilzblaschen mit langen gekriimmten Papille 


be 


Es gelang, den Pilz durch Ubertragung des befallenen Kéders in eine neue ie | 


mit sterilisiertem Quellwasser und Fliegenbeinen als Substrat zu vermehren. 


Die gebildeten Blaschen sind entweder kreisrund (Abb. la, c) oder! 
einseitig etwas abgeflacht, birnenférmig (Abb. 1 b) oder gestreckt (Abb. 1d).. 
Die kreisrunden haben einen Durchmesser von 10—60 yu; die tibrigen} 
Formen mafen zwischen 40 x 20 bis 40 x 63 yu. Sie haben 3—15 lang-- 
gestreckte, gerade oder sichelférmig gekriimmte, 6—12 yu lange, hyaline: 
Papillen, die sich hinter der Membran zwischen einer inneren hyalinen: 
Auskleidung derselben und dem Plasma deutlich sichtbar als ein die; 
Offnung der Membran von innen verschlieBender Pfropf fortsetzen. Im; 
Innern des Substrates ist das Blischen mit einer Apophyse und daran! 
anschlieBenden Rhizoiden verankert. Diese Struktur entzieht sich infolge: 
der Pigmentierung des Fliegenbeines der direkten Beobachtung, sie kanni 
aber sichtbar gemacht werden, wenn man den Chitinpanzer des Beines 
zertrimmert. Meist zerstért man dabei allerdings auch die Apophy: 
mit, doch gelang es hinreichend oft, sie auf diese Weise doch sichtbar ) 


* Teilergebnis der Dissertation von A. Garrtner ,,Uber das Vorkom 
einiger niederer Phycomyceten in Bodenproben aus Afrika, Deutschland 
Schweden‘ der mathemat.-naturwissensch. Fakultat in Gottingen. 
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machen. Zuweilen kommt es vor, daS die Apophyse auch auBerhalb des 
Substrates entstanden ist, und zwar dann mit einem sonst nicht beob- 
achteten mehr oder weniger langen Stiel (Abb. 1b). 


Abb. 1. Phlyctochytriwm kniepii n.sp. a—d Dauerstadien auf nattirlichem Substrat (Fliegenbein) 
mit langen, gekriimmten, hyalinen Papillen. Zwischen Membran (dicker du erer Strich) und Plasma 
(feiner Strich der AuBeren Begrenzung) liegt eine hyaline innere Auskleidung der Membran. Bei 
| b ist die Apophyse extramatrikal ausgebildet. e—h Auf Nihragar keimende Zoosporen. 

4,7 Sich auf Agar entwickelnde junge Pflanzen. 
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Alle Versuche, den Organismus durch Zugabe frischen Wassers z 
Entlassung von Zoosporen oder zum Keimen zu bringen, miBlangen vor- 
erst. Erst als die Blaschen in Wassertropfen auf Naihragar (0,25% Pep- 
ton, 2°%% Biomalz, 1,5°% Agar) iiberfiihrt wurden, entlieBen sie nach 
2—6 Std unter Vergallertung der Papillen runde bis ovale, am Hinter- 
ende begeiBelte Zoosporen (Abb. 2e), die sich bei langerem Verweilen” 
auf dem Agar erheblich in die Linge streckten (Abb. 2f). Der Insertions. 
punkt der in Einzahl vorhandenen Geifel ist normalerweise am hintere 
Ende des Schwirmers (Abb. 2e), er kann aber auch bei der Bewegung 
vorangefiihrt werden (Abb. 2f). Die Geifel biegt dann direkt am Koérper” 
um und iiberragt die Zoospore mit ihrem Ende dann wieder nach hinten” 
(bezogen auf die Bewegungsrichtung), woriiber bereits an anderer Stelle 
berichtet worden ist (GAERTNER 1954 I). 7 

Die Reinkultur des Pilzes wurde im wesentlichen nach der Covcn 
schen (1939) Methode erreicht. Da die Zoosporen nur auf dem Nahragar 
frei wurden, wurden mehrere ,,Blaschen‘‘ im sterilen Wassertropfen auf 
Agar ausgelegt und zur Entfernung der anhaftenden Bakterien bis zum 
Schwarmen mehrmals umgebettet. Dann wurde das halb entleerte Spor- 
angium rasch aus dem Tropfen entfernt, um moéglichst wenigen Bakterien 
noch Gelegenheit zum Ablésen zu geben. Die in dem Tropfen verbliebe: 


unter dem Mikroskop mit einem Agarstiickchen ausgestochen und a 
weitere Agarplatten tibertragen. Hier wuchsen sie zu sehr groBe 
Pflanzen (Durchmesser des Korpers bis zu 550 ~) mit einem weit aus 
holenden Rhizoidsystem heran; diese Riesen entlieBen aber niemals Zo 
sporen, sondern platzten, bevor sie zur Reife gelangten, oder ginge n 


aber normal, wenn ein weniger: ounces Substrat (0,3% Bio-. 
malz, 0,3% Pepton, 1,5% Agar) verwendet wurde. Die Sporangien 
wurden dann immer noch 250 yu groB und konnten bis zu 35 Papillen 
bilden, aus denen sehr zahlreiche Zoosporen austraten, die sich im! 
dichten Massen um das Muttersporangium ansiedelten, wobei dann 
unter den neuen Sporangien alle GréSenvarianten von 10—200 pi 
Durchmesser, je nachdem, wie groB der Abstand vom Nachbarn war, . 
auftraten. 

Die Sporangien (Abb. 2b) (im Gegensatz zu den eingangs beschriebenen! 
Blaschen, die offensichtlich als Dauersporangien anzusprechen sind un 
sich auch als solche verhalten) haben eine sehr diinne Membran und bilde 
nur kleine, 3 x 34 groBe Papillen aus. Bringt man einige wenige solehe 
Sporangien zusammen mit einem kleinen Bléckchen Agar auf eine 
Objekttrager in frisches Wasser, so entlassen sie sehr bald Schwiirme 
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Dabei verquellen meist einige Papillen etwas frither und schleudern 
kleine Mengen noch nicht villig ausdifferenzierter Zoosporen aus 
(Abb. 2b), die dann vor dem Sporangium gleichzeitig mit dessen im 


i 


bb. 2. Phlyctochytrium kniepii n. sp. a Weiteres Entwicklungsstadium von j auf Agar. Der Apo- 
hyse ist die Auftreibung des ganzen oberen Rhizoides homolog. b Reifes, Schwirmer entlassendes 
oosporangium (auf Agar). ¢ Fast entleertes Zoosporangium (auf Agar). a Dauersporangium (auf 
Agar). e, f Zoosporen; e in Wasser, f auf Agar ausgeschwaérmt. 


ern verblicbenen Inhalt ihre véllige Ausdifferenzierung erfahren 

nd dann nacheinander davonschwimmen, wahrend die Sporen im 

ern einzeln durch die Poren entweichen. Die Sporen sind rund und 
g* 
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enthalten meist einen gréBeren, stark lichtbrechenden Oltropfen (Globul) 
und mehrere dunkel erscheinende Grana. Die Lage des (oder der) 
Oltropfen ist in der Zelle nicht fixiert und kann, wie auch die der 
Grana, wechseln. Die am Hinterende inserierte SchubgeiBel ist 20 bis 
25 lang; bei Beobachtung im Dunkelfeld zeigt sich, daB sie als Peitschen- 
geiBel ausgebildet ist (vgl. Coucn 1941). 


Die keimenden Zoosporen zeigen auf dem Agar schon sehr friih die Stelle oder die~ 
Stellen an, die bei kiinstlicher Kultur die Apophyse oder die Auftreibungen bilden. 
Eingeleitet wird der Proze8 dadurch, da8 einer der inzwischen neu gebildeten Ol- 
tropfen an dieser Stelle langere Zeit verweilt, ehe er in das Rhizoid weiterwandert 
(Abb. 1f). Im AnschluB daran kénnen unter kiinstlichen Kulturbedingungen noch” 
weitere Auftreibungen am rhizoidalen System die Funktion der Apophyse tiber- 
nehmen (Abb. 1i), oder aber es kann der ganze obere Teil des Rhizoides sehr stark 
anschwellen (Abb. 1j, Abb. 2a,b) und somit der Apophyse homolog sein. Auf 
natiirlichem Substrat konnte dies nicht beobachtet werden, da die intramatrikalen — 
Strukturen sich auf dem Fliegenbein der Beobachtung entziehen. Auf Pinuspollen, 
den der Pilz in der Rohkultur aber nur sehr ungern befallt, war nur eine Apophyse- 
festzustellen. Wahrend der Entwicklung des Pilzes waren keine Oltropfen zu beob- 
achten, die groBer als 6 1 waren. Das Plasma bleibt verhaltnismaBig hyalin, wahrend 
sich haufig sowohl im Plasma des Sporangiums wie auch in dem des rhizoidalen 
Systems groBriumige Vacuolen abzeichnen, die sich im Sporangium erst vor Aus- 
differenzierung der Papillen schlieBen. Im letzten Reifungsstadium des Sporangiums ~ 
kommt es meist zu einer sekundiren Wandverdickung am Ubergang Apophyse- | 
Sporangium, so daB hier nur ein feiner Porus verbleibt. Diese Struktur ist im nicht 
entleerten Zustande meist nur schwer zu sehen (Abb. 2b) und wird erst nach Ent- 
leerung deutlich wahrnehmbar (Abb. 2c). Auch bei Dauerstadien, die man beim 
langsamen Eintrocknen einer Kultur im Schragroéhrchen erhalt und die sich durch 
eine Gré8e von meist 25—30 w auszeichnen, wihrend ihre Papillen meist 12—16 « 
lang sind, tritt diese Erscheinung deutlich hervor. Diesen Stadien sind offenbar die 
eingangs beschriebenen Blaischen homolog. 


Der beschriebene Pilz gehort zu den Chytridiales. Als Gattung kommt 
nur Phlyctochytrium in Betracht, da die Entwicklung monozentrisch, 
epi- und endobiotisch ist; ein Deckel ist nicht vorhanden und das 


als vierter Pilz gestellt werden, da bie Sporangium glattwandig is | 
mehrere Papillen vorhanden sind und die Papillen an der Basis weder 
Borsten noch Zihne aufweisen. Von Phlyctochytrium synchytrit Kohler 
ist er eindeutig durch die Zahl der Papillen unterschieden (fiir Ph. syn 
chytrit wird maximal 9 bei einer GréBe des Sporangiums bis zu 50} 
angegeben), ferner dadurch, da8 die Papillen nicht fingerformig abge 


knickt sind. Von Phlyctochytrium biporosum unterscheidet er sich eit 
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deutig durch die Zahl der méglichen Papillen sowie durch die Anordnung 
derselben (die Papillen stehen bei bip.an sich gegeniiberliegenden Stellen 
des Sporangiums) und von Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt durch die 
morgensternartige Form des Sporangiums sowie durch die Gestalt der 
Papillen (sie sind durch kegelférmige Ausstiilpungen der Membran ge- 
bildet, deren Offnung durch den Schleimpfropf wie durch einen iiber- 
greifenden Wattepfropf verschlossen ist). Diese Unterscheidungsmerk- 
male, die sich tiber lange Zeit als konstant erwiesen haben, rechtfertigen 
die Aufstellung einer neuen Art. Der Pilz sei zu Ehren von Hans KNrep 
Phlyctochytrium kniepii n. sp. genannt. 


Phlyctochytrium kniepii n. sp. 


Zoosporangiumrund, Durchmesser 10—250, glattwandig, mit 3—35zylindrischen, 
3 X 3 groBen Papillen. Entwicklung unter natiirlichen Bedingungen streng mono- 
centrisch, epi- und endobiotisch. Stark entwickeltes rhizoidales System mit meist 
einer, haufig aber auch mehreren subsporangialen Blasen. Zoosporen 3 x 4 4 groB 
mit 20—25 uw langer SchubgeiBel und meist einem, seltener zwei, stark lichtbrechen- 
den Oltropfen und mehreren dunkel erscheinenden Grana. Dauersporangien sind als 
umgebildete Zoosporangien anzusehen. Sie zeichnen sich im Gegensatz zu den 
»vegetativen“ Sporangien durch lange Papillen aus, die haufig sichelformig ge- 
kriimmt sind und deren Lange zwischen 6 und 16 « schwanken kann, ferner durch 
eine etwas derbere Membran und eine die Membran von innen auskleidende hyaline 
Schicht. Keimung dieser Dauersporangien mit normalen Zoosporen nach Ver- 
gallertung der Papillen. Ihre GréBe betragt 10—60 4 bei runden, 40 x 63 wu bis 
40 x 20 bei unregelmaBig geformten. 


Das zweite Phlyctochytrium wurde erstmalig aus einer Bodenprobe aus Nord- 
afrika isoliert, die Prof. Ca. Kiri1an, Botanisches Institut Alger, bei Keddea 
(Atlas) von einer Humusanreicherung unter Pistacia lentiscus-Streu am 21. 5. 1950 
entnommen hatte. Der Pilz erwies sich in der Folge als ziemlich haufig in afrikani- 
schen Béden. 


Bei der ersten Bekéderung dieser Probe mit Pinuspollen am 9. 6. 1950 
zeigten sich bei der Kontrolle nach fiinf Tagen auf den Pollenkérnern die 
Zoosporangien eines nach der Literatur nicht zu bestimmenden Phlycto- 
chytriums. Die Sporangien (Abb. 3c) haben auf dem Pollen einen Durch- 
messer von 22—35 ju, sind allgemein kreisrund, nur am Insertionspunkte 
der Apophyse etwas abgeflacht, und haben meist drei, bei groBem Sporan- 
giumdurchmesser (35 ,) gelegentlich auch 5 kleine, runde, hyaline Papillen. 
Das Sporangium ist im Substrat mit mindestens einer Apophyse ver- 
ankert, die sich im Einzelfalle zu einem riibenihnlich geformten Gebilde 
erweitern kann (Abb. 3c). Die Zoosporen (Abb. 4g), deren Durchmesser 
3—3,5 u betragt, sind rund, schwach oval oder nach hinten spitz in 
die Schubgeifel (PeitschengeiBel), deren Linge 22—25 w betragt. aus- 
laufend und enthalten 1—3 stark lichtbrechende Oltropfen. Die Sporen 
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entweichen, nachdem eine Anzahl bei Beginn des Schwiarmens heraus- 
geschleudert wurde, einzeln durch die 2—3  weiten Poren der Membran. 

Entwicklungsgang des Pilzes: Die Zoospore schwimmt an das Pollen 
korn heran, setzt sich daran fest und entsendet einen Keimschlauch in 
dasselbe, der spiter zum Rhizoid wird. In ihn wandert einer oder mehrere” 
der inzwischen vergroBerten Oltropfen hinein und markiert die Stelle, an 
der die Apophyse gebildet wird (Abb. 3a). Danach wandert dieser 
Globul meist weiter in das Rhizoid hinab. Die im Kérper der Zoospore 
verbliebenen Tropfen kénnen sich teilen und schwellen dann bis zu 


Abb. 3. Phlyctochytrium africanum n. sp. a, b Verschiedene Entwicklungsstadien des jungen Spor- 
angiums auf Pinuspollen. c, d@ Aufteilung und Verteilung der Oltropfen im Plasma. c Mit riiben- | 
ahnlicher Apophyse. Die Papillen beginnen die Membran zu durchbrechen. d@ Die Papillen haben die 

Membran durchbrochen, die Oltropfen sind weiter tiber das Plasma verteilt. f 


maximal 5 u an (Abb. 3b), wihrend das Sporangium weiter heranwiachst. 
Nachdem das Sporangium an Gréfe zugenommen hat, teilen sich die 
Tropfen in viele kleine Portionen auf und verteilen sich gleichmaBig tiber 
die Plasmamasse (Abb. 3c), und die Papillen durchbrechen die Membran 
von innen als kleine Kegel. Danach wird die Membran aufgelést, und der | 
Gallertpfropf‘der Papille liegt frei (Abb. 3d). ] 


Es gelang, den Pilz durch Ausstreichen der Zoosporensuspension auf 
Nahragar (0,2°% Pepton, 0,3% Biomalz und 1,5°, Agar) von den be- 
gleitenden Bakterien zu befreien und bis jetzt iiber mehrere Jahre rein 
zu kultivieren. Die Pflanzen wachsen auf dem Agar bis zu 250 heran | 
mit einem weit ausholenden rhizoidalen System, das eine oder mehrere 
Apophysen enthalt. Im Einzelfalle kann auch in der Agarkultur eine: 
starke Aufblihung des oberen Teiles des rhizoidalen Systems die Stelle 
der Apophyse einnehmen (Abb. 4e). Die Papillen — unter kiinstliche 
Bedingungen bis zu 10 — sind dann nur noch als kleine Verdickungen 
auf der Membran zu erkennen (Abb. 4f). Ubertriigt man die Sporangie 
vom Agar in frisches Wasser, so entleeren sie Schwirmer wie die Spa 
angien auf dem Pollen. Erfolgt das Schwirmen auf der Oberfliiche de 
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Agars, dann strecken sich auch diese Schwirmer in der fir Phlycto- 
hytrium kniepit beschriebenen Weise (Abb. 4h). Dauersporangien 


bb. 4. Phlyctochytrium africanum n. sp. Entwicklungsgang auf Nahragar. a Keimende Zoo- 

ren. b, c, @ Entwicklung der jungen Pflinzchen. e Fortgeschrittenes Stadium. Die Oltropfen 
aben sich gieichmaBig tiber das Plasma verteilt, das Rhizoid ist noch nicht véllig plasmaleer. Das 
anze obere Rhizoid ist zur Apophyse aufgeschwollen. f Beginn des Ausschwarmens. g Zoosporen 
in Wasser, A auf Agar geschwiérmt und dort verblieben. 


connten nie gefunden werden, vielmehr iibernehmen die vegetativen 
jporangien diese Funktion, indem sie dann nur noch bei Ubertragen in 
isches Wasser ihre Zoosporen entlassen. 
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Der Pilz muB in die Reihe Phlyctochytrium synchytrit Kohler, Phlycto- 
chytrium biporosum Couch, Phlyctochytrium un. sp. Reinboldt und 
Phlyctochytrium kniepii n. sp. als fiinfter gestellt werden. Er steht 
Phlyctochytrium synchytrii Kohler am nachsten, unterscheidet sich von 
ihm aber durch das Fehlen von Dauersporen mit rauher Membran, ferner 
durch die Zahl der gebildeten Papillen (bei Ph. synchytrit werden. bei 
50 « Sporangiumdurchmesser bis zu 9 Papillen gebildet, wihrend hier bei 
250 wv Durchmesser nur bis zu 10 Papillen realisiert werden). Ferner fehlen. 
die fir Phlyctochytrium synchytrii charakteristischen fingerformig abge- 
kriimmten Papillen. Da die charakteristischen Merkmale sich bei Kultur 
iiber lange Zeitriiume erhalten haben, erscheint die Einordnung als neue 
Art gerechtfertigt. Der Pilz sei wegen seines gehduften Auftretens im 
afrikanischen Béden (GaERTNER 1954 II, dort als Alg. 3 bezeichnet) 
Phlyctochytrium africanum n. sp. genannt. 


Phlyctochytrium africanum nb. sp. 


Sporangium rund, an der Basis etwas abgeflacht, auf natiirlichem Substrat 
(Pinuspollen) unter nicht bakterienreinen Bedingungen 25—35 « im Durchmesse , 
mit 3—5 kleinen hyalinen Papillen. Apophyse unregelmaBig in Form und GroBe 
mit reich verzweigtem Rhizoidsystem. Schwarmen nach Vergallertung der 
Papillen. Zoosporen rund oder langlich, dann in die GeiBel spitz auslaufend, mit 
1—3 stark lichtbrechenden Einschliissen und hinten inserierter Schubgeifel von 
22—25 u Lange. Dauersporen nicht vorhanden. Kultivierbar auf Pepton-Malz-Agar, 


auf dem der Pilz 250 groB wird und dabei bis zu 10 Papillen ausbildet. 


, 
| 

q 
Das dritte Phlyctochytrium (Abb. 5 und 6) wurde aus einer Bodenprobe ausi 
Deutschland, die vom Verf. am 1. 7. 1950 aus einem Graben am Eingang des kul 
tivierten Holzburger Moores bei Bederkesa lings des Russenweges vor der Briic 
entnommen worden war, isoliert. Bei der ersten Bekéderung dieser Erde 
Pinuspollen am 20. 7. 1950 wurde ein Phlyctochytriwm daraus isoliert, das si 


durch seine charakteristischen glattwandigen Dauerstadien als neue Art erw 
(bisher — GanrTNER 1954 IL — Phlyctochytrium B 45 I genannt). 


Die Zoosporangien des Pilzes sind rund, 10—40 u im Durchmesser, ai 
Insertionspunkt héchstens etwas abgeflacht, farblos, mit glatter diinns 
Membran und haben 3—5 kleine konische, haufig nur schwer auffindbai € 
hyaline Papillen, deren ungefaéhrer Durchmesser an der Basis 2,5) 
betragt und deren Lange 3  erreichen kann. Die Apophyse beginnt me r 
nicht direkt unterhalb des Sporangiums, sondern sitzt auf einem deut 
lichen Stiel innerhalb des Pollenkorns (Abb. 5b, c), ist annaéhernd } 
und an ihrem unteren Ende entspringen 1—3 ziemlich diinne Rhizoideé! 
die sich weiterhin im Pollenkorn fortsetzen. Die Zoosporen werden dv 
Verquellen der Papillen frei (es wird niemals ein Haufen ausgestofer 
sie sind normalerweise rund, mit einem stark lichtbrechenden Globul une 
mehreren kleineren Grana. Durchmesser der Sporen 3—4 yw, mit hint 
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nserierter, 25 uw langer SchubgeiBel (PeitschengeiBel nach Covcr 1941, 
Betrachtung im Dunkelfeld). Die Zoosporen sind sehr stark metabolisch 
efahigt und zeigen dies auch im Wassertropfen, wenn sie am Deckglas 
ur Ruhe kommen. Auf dem Agar sind sie wie die der beiden vorher 
veschriebenen Philyctochytrien in der Lage, den Insertionspunkt der 
xeiBel voran zu stellen. 

Der Entwicklungsgang des Pilzes unterscheidet sich nicht wesentlich 
ron dem der vorher beschriebenen Arten und ist aus Abb. 5a—d ersicht- 


\bb. 5. Philyctochytrium palustre n. sp. a—e Vegetative Entwicklung unter nicht bakterienreinen 

3edingungen auf Pollen; d@ schwarmreifes Sporangium. e Dauersporangium. f Entleertes Zoospor- 

ngium. g Zoosporen im Wasserpraparat unter dem Phasenkontrastmikroskop, h im Hellfeld bei 
gewohnlicher Optik. 


ich. Hat die Kultur ein gewisses Alter (etwa 14 Tage) erreicht, so ent- 
tehen Dauerstadien von 20—28 4 Durchmesser; sie entwickeln sich 
vie die Zoosporangien, bilden aber nach einem gewissen Alter eine etwa 
—1,5 pw dicke, glatte, derbe Membran (Abb. 5e) und einen zentral gele- 
renen grofen Oltropfen, umgeben von dichtem, fein granulierten Plasma. 
ie Farbe der Dauerstadien ist blaBgelb bis braungelb in der Rohkultur, 
ast farblos in der Wasserkultur. Wahrscheinlich keimen sie unter Aus- 
ildung nur einer Papille. Beobachtet konnte dies jedoch nicht werden, 
ber es wurden solche entleerten Behalter in den Kulturen gefunden. 
Es gelang nach vorheriger Desinfektion mittels 3% stabilisierten 
Vasserstoffperoxyds von Pollenkérnern, die solche Dauerstadien ent- 
ielten, den Pilz von beweglichen Bakterien vorzureinigen und im Aus- 
trichverfahren auf Agar (2° Malz, 0,25°% Pepton, 1—1,5% Agar) auch 
‘on den iibrigen Organismen zu befreien. Der Pilz gedeiht unter diesen 
dingungen recht gut, wird aber auf diesem Substrat nicht wesentlich 
6Ber als auf dem Pollen (nur bis zu 15 u groBer) und behalt die Zahl der 
apillen (bis zu 5) auch auf dem nihrstoffreichen Agar bei. Uber die in 
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bakterienfreier Kultur auftretenden Verinderungen der Gestalt vel, 
GAERTNER (1954 IIL) und Abb. 6 (VergréBerung des Rhizoidsystems. 
Befall mehrerer Pollenkérner). 

Der Pilz steht Phlyctochytrium synchytrit durch die Ahnlichkeit seiner 
Dauerstadien nahe. Diese unterscheiden sich jedoch von denen von 


Abb. 6. Phlyctochytrium palustre n.sp. a—d Entwicklung unter bakterienverminderten Be 
gungen nach Behandlung der Dauerorgane mit Wasserstoffperoxyd (interbiotischer Wachstu 
effekt). / Entleertes Zoosporangium interbiotisch entwickelt. g Dauersporangium, interbiotisel 

entwickelt. 
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synchytrvt durch die stets glatte Membran. Ferner unterscheidet er sich 
durch die Zahl der Papillen und durch deren Form. Von den oben beschrie- 
benen neuen Phlyctochytrien differiert er eindeutig durch sein Verhalten 
auf der Agarkultur, wo er die GroBe von 55 nicht iiberschreitet und 
dabei die Zahl bis zu fiinf Papillen beibehalt. Alle diese Merkmale er- 
wiesen sich als sehr konstant. Der Pilz sei wegen seines Vorkommens im 
Moor Phlyctochytrium palustre n. sp. genannt. 


Phlyctochytrium palustre n. sp. 


Sporangium rund, am unteren Ende etwas abgeflacht, 10—40 u im Durchmesser 
auf natiirlichem Substrat (Pinuspollen), mit 3—5 kleinen, konischen Papillen, 
deren Durchmesser an der Basis 2,5 « betragt und deren Lange bis zu 3 w erreichen 
kann. Apophyse meist 5 ~ im Durchmesser mit 1—3 an dem dem Sporangium ab- 
gewandten Ende entspringenden, meist sehr diinnen Rhizoiden. Entwicklung unter 
nicht bakterienreinen Bedingungen streng monozentrisch, epi- und endobiotisch. 
Zoosporen 3—4 4 groB, mit einem gréBeren Oltropfen und mehreren kleineren 
Grana sowie einer 25 « langen, hinten inserierten SchubgeiBel. Dauersporen 20 bis 
28 u groB mit glatter, 1—1,5 dicker, derber Membran, mit zentral gelegenem 
groBen Oltropfen und fein granuliertem umgebenden Plasma. Keimung der Dauer- 
sporen wahrscheinlich unter Bildung einer Papille, jedoch nicht beobachtet. Es 
gelingt den Pilz mittels dieser Organe zu vermehren. Sporangien auf kiinstlichem 
Substrat (Pepton-Malz-Agar) nicht wesentlich gréBer (55 #); auch die Zahl der 
Papillen nimmt hier nicht zu. 


Aus einer Probe Nilerde (von Herrn H. Himtscuer, Cairo, vom feuchten 
ferrand am 25. 6. 1950 in der Nahe von Cairo gesammelt) wurde am 30. 7. 1950 
eine neue Rhizophidiwm-Art isoliert (bisher Rh. n. sp.c 1 genannt). Spater wurde 
der gleiche Pilz in einer geringfiigigen Variante auch in der oben genannten 
Schlammprobe aus dem Moorgraben bei Bederkesa (neben Phlyctochytrium palustre 
n. Sp.) sowie in einigen weiteren afrikanischen Bodenproben gefunden (GABRTNER 
1954 IT). 


Am 10. Tage nach dem Ansetzen zeigten sich auf einigen wenigen 
ollenkérnern kleine Sporangien, die sich als einem Rhizophidium zuge- 


opf (BRAUN 1856, RABENHORST 1868) zugeordnet wurden. Es gelang, 
Hen Pilz durch Ubertragung eines mit einem Sporangium bebafteten 
Pollenkorns in eine EsmMarcuschale mit sterilem Quellwasser und Pinus- 
pollen zu vermehren. Es zeigte sich bald, daB der Pilz im Gegensatz zu 
hizophidium subangulosum keine sichtbaren Papillen ausbildet und 
sich ferner durch seine charakteristischen Dauerstadien von Rhiz. subang. 
wesentlich unterscheidet. 

Entwicklungsgang des Pilzes: Die verhalinismaBig kleine Zoospore 
2—2,5 u Durchmesser, mit 25 uw langer, hinten inserierter Geibel und 
‘inem stark lichtbrechenden Oltropfen, Abb. 7f) kommt auf dem Pollen- 
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korn zur Ruhe und treibt einen sehr feinen Keimschlauch in das Substrat 
hinein, wahrend sie gleichzeitig wachst und der Globul sich wesentlich 
vergréBert (Abb. 7a). Der meist nur sehr schwer sichtbare Keimschlauch 


Abb. 7. Rhizophidium racemosum n.sp. a—d Verschieden alte Entwicklungsstadien des Pilze 
e Pollenkorn mit 4 verschieden reifen Sporangien. f Schwirmendes Zoosporangium. g Ausbildung 
der Dauersporangien (das die Dauersporen bildende Sporangium wird meist birnenférmig). h Die 
mit einer diinnen hyalinen Plasmaschicht versehenen Oltropfen sind zum Hauptinhalt der Dauer- 
sporen umgebildet. Die Sporangiummembran rei&t auf und verquillt danach bald vollig. 4 Die fre’ 
liegenden Dauersporen sind etwas gequollen, GréBe jetzt 7—8 mu, der Oltropfen ist véllig aufgeteilt i 
das fein granulierte Plasma. Die Sporen sind in diesem Zustande in der Lage, den Pilz zu vermehre! 


wird, wenn er tiefer in das Pollenkorn eingedrungen ist, von einem Punkt 
aus zum biischelig verzweigten Rhizoid (Abb. 7d). Danach wachst da 
Sporangium weiter heran, wahrend die Oltropfen an Zahl und Gréf 
zunehmen und sich eine groBriumige Vacuole bildet (Abb. 7b, 
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Weiterhin verkleinern sich die Einschliisse etwas und verteilen sich gleich- 
maBig im Plasma, wihrend die Form des unreiten Sporangiums winkelig 
(Abb. 7e) oder gestreckt birnférmig wird. Fiir die Weiterentwicklung 
bestehen zwei Wege: Entweder die Oltropfen teilen sich weiterhin auf, 
umgeben sich mit einer Portion hyalinen Plasmas und es differenzieren 
sich die Zoosporen aus. Das vdllig reife Sporangium reiBt dann an 
einer oder mehreren Kanten auf und entléBt so die Sporen, die sich 
wie hiipfend durch das Wasser bewegen. Oder es werden Dauerorgane ge- 
bildet. Die Oltropfen im Stadium der Abb. 7d umgeben sich mit einer 
sehr dinnen Schicht hyalinen Plasmas (Abb. 7g), die Membran des Spor- 
angiums reift an einer oder mehreren Stellen auf und verquillt dann 
vollig. Die Dauerstadien liegen frei, werden aber durch die offenbar sehr 
klebrige hyaline Plasmaschicht zusammengehalten und sind fast ganz 
erfillt von dem groBen Globul. Im Verlaufe von 6—8 Tagen quellen 
sie noch etwas auf, bis sie die GréBe von 7—8 yu erreichen, wahrend das 
Plasma fein strukturiert wird (Abb. 7i). In diesem Zustande kann man 
mit ihnen den Pilz vermehren. Seiner traubenférmigen Dauerorgane 
wegen sei der Pilz Rhizophidium racemosum n. sp. genannt. 


Rhizophidium racemosum n. sp. 


Sporangium in der Entwicklung anfangs kugelrund, spiter unregelmaBig in 
Form und GréBe, 10 x 104, 18 x 144y, 20 x 19 yu, 22 x 25 uw, mit zundchst deut- 
lich sichtbarer Vacuole und unregelmaBigen groBen Oltropfen. Entwicklung streng 
monozentrisch, epi- und endobiotisch. Reife Zoosporangien mit abgerundeten 
Kanten, an denen spater die Membran aufreiBt, wodurch die Zoosporen entlassen 
werden. Zoosporen 2—2,5u groB mit 25 langer GeiBel; Bewegung im Wasser 
hiipfend. Dauersporen in Trauben bis zu 40 zusammenliegend, miteinander ver- 
klebt. GréBe anfanglich 5—6 uw, spiter 7—8 uw. Das Rhizoidsystem des Pilzes ist 
fein, nur schwer sichtbar, anfanglich unverzweigt, spater biischelig verzweigt. 


Zusammenfassung. 


Beschreibung der 4 neuen Chytridineen Phlyctochytrium kniepii, Phl. 
africanum, Phil. palustre und Rhizophidiwm racemosum. 


 Herrn Prof. Harper danke ich fiir das Interesse, das er den pilzsystematischen 
Fragen entgegengebracht hat. 
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Untersuchungen tiber den Phosphatstoffwechsel 
der wasserstoffoxydierenden Bakterien. 


Von 
HANS-GUNTER SCHLEGEL. 


Mit 13 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 30. Juni 1954.) 


Wie die Untersuchungen des letzten Jahrzehnts gezeigt haben, spielen 
energiereiche Phosphate als Energietibertrager im Stoffwechsel nicht nur 
heterotropher, sondern auch autotropher Organismen eine bedeutende 
Rolle. Auch bei ihnen verkniipfen sie energieabgebende Oxydations- 


prozesse mit synthetischen Leistungen. 

Die ersten Versuche an autotrophen Bakterien wurden an T'hiobacillus thio- 
oxydans vorgenommen (VoGLER u. Umprett 1942). Sie fiihrten, insbesondere durch 
die Interpretation von Umsrerr (1950), zu der Vorstellung, daB bei der CO,-Assi- 
milation der chemoautotrophen Mikroorganismen energiereichen Phosphatverbin- 
dungen eine Mittlerrolle zwischen den Prozessen der Energiegewinnung und Energie- 
verwertung zukommt. Aus den von VoGLER u. Umsrerr (1942) und Le Page u. 
Umsretr (1943) mitgeteilten Befunden, daf wahrend der Schwefeloxydation bei 
CO,-Abwesenheit anorganisches Phosphat aufgenommen und in organische Ver- 
bindungen iibergefiihrt und wahrend anschlieBender CO,-Fixation unter Aus- 
schlu8 von Schwefel anorganisches Phosphat wieder freigesetzt wird, leitete man dar- 
iiber hinaus die verallgemeinernde Vorstellung ab, daB Phosphatverbindungen 
auch bei Autotrophen Energiespeicher-Funktion ausiiben kénnen. Wenn die zu- 
grunde liegenden Untersuchungen in einzelnen Punkten auch nicht der Kritik 
(BAaaLsRuD u. BaatsrupD 1952, BaatsRupD 1954) standhalten konnten, so haben die 
abgeleiteten Hypothesen doch zu zahlreichen Untersuchungen, insbesondere an 
Photo-Autotrophen, Anregung gegeben. 

Die in den letzten Jahren in reicher Zahl erschienenen Arbeiten tiber 


den Phosphathaushalt autotropher Organismen (KANDLER 1950, Srmo- 
Nis u. Gruss 1953, Grose 1953, Hotzer 1954, bei diesen Autoren auch 
weitere Literatur) erlauben es, auf eine eingehende Darstellung des Ge- 


samtproblems zu verzichten. 

Man hat prinzipiell zwischen zwei Arten von Phosphorylierungen zu unter- 
scheiden, der ,,Substratphosphorylierung und der ,,Atmungskettenphosphorylie- 
rung“ (LyNEN u. Horzer 1949). Bei beiden wird im Zuge des oxydativen Abbaues 
der Nahr- und Speicherstoffe energiereiches Phosphat gebildet, vor allem in Form 
von ATP1. Mit ,,Substratphosphorylierung“ bezeichnet man die Anlagerung von 

1 Folgende Abkiirzungen werden verwendet: DPN = Diphospho-pyridin-nuc- 
leotid; TPN = Triphospho-pyridin-nucleotid; ADP = Adenosindiphosphat; ATP 
= Adenosintriphosphat; TES = Trichloressigsiure; BTS = Brenztraubensaure; 
BSS = Bernsteinsaure; Ph = Phosphat. 
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anorganischem Phosphat an intermediare Stoffwechselprodukte, etwa nach dem | 
Schema der Triosephosphatdehydrierung. Diese Prozesse sind ihrem Chemismus 
nach durch die Arbeiten der letzten Jahre (LYNEN u. Honzer 1949, Hotzmr 1949) | 
weitgehend aufgeklart worden. Als ,,Atmungskettenphosphorylierung“ bezeichnet 
man den Vorgang, bei dem der durch Dehydrogenasen abgespaltene Wasserstoff 
sich iiber Fermentketten mit dem Luftsauerstoff zu Wasser vereinigt. Uber diesen 
ProzeB existieren gegenwartig nur Hypothesen. Bisher ist er nur an heterotrophen 
Organismen naher untersucht worden. Wenn der Mechanismus der Bildung von 
energiereichen Phosphatverbindungen auch bei Th. thiooxydans noch nicht naher- 
erforscht ist, so ist doch zu vermuten, da8 er der Atmungskettenphosphorylierung — 
tierischer Gewebe nahe steht. Der aktivierte Donator-Wasserstoff wird wahrschein- 
lich auf DPN iibertragen. Es ist anzunehmen, da8 mit der Elektronentibertragung von — 
DPN-H, auf Sauerstoff der Einbau anorganischen Phosphats in energiereiche Ver- | 
bindungen gekoppelt ist (FRIEDKIN u. LEHNINGER 1948, LEHNINGER 1952)..Summa-_ 
risch 14Bt sich die Atmungskettenphosphorylierung in folgender ceca 
wiedergeben (Houzmr 1954): 


DPN—H, + %0,+3Ph+3ADP —-- DPN + H,0 + 3 ATP. 


DaB zur Aufklirung der Atmungskettenphosphorylierung Unter- i 
suchungen an autotrophen Bakterien u. U. Entscheidendes beizutragen 
vermégen, wurde bereits mehrfach betont (UMBREIT 1950, KAPLAN 1950). 
Doch ist bisher auBer den Thiobacillus-Arten nur. Chromatium geprift 
worden (WassINK, Ts1a u. WINTERMANS 1949). 


Die wasserstoffoxydierenden Bakterien, auf die als vermutlich loh- 
nendes Studienobjekt bereits mehrmals hingewiesen wurde (vAN NIEL 
1949, Kapitan 1950), sind bisher hinsichtlich ihres Phosphatstoffwechsels ; 
noch nicht untersucht worden. Mit der vorliegenden Arbeit soll damit 
ein Anfang gemacht werden. Sie zielte von vornherein darauf ab, die 
an Th. thiooxydans erhobenen Befunde und die von UmpBretrt (1950) ver- 
allgemeinerten Prinzipien der Energietibertragung auf ihre Geltung bei 
den wasserstoffoxydierenden Bakterien zu tiberpriifen. Wenn es bei den 
schwefeloxydierenden Bakterien méglich war, den energiegewinnenden 
Vorgang derSchwefeloxydation auch zeitlich von der energieverzehrenden 
CO,-Assimilation zu trennen und die energiereichen Speicherstoffe in 
Form von labilem Phosphat zu fassen, so muSten zumindest Andeu-— 
tungen dieses Verhaltens auch bei Hydrogenomonas festzustellen sein. 
Fir derartige Untersuchungen schien Hydrogenomonas vor allem des- 
halb ein hervorragend geeignetes Objekt abzugeben, weil der Energie- 
Donator als Gas nach dem Oxydationsvorgang leicht wieder entfernt 
werden kann. Beide Vorginge kénnten dann unmittelbar nacheinander — 
ohne zeitraubende Trennung von Substrat und Bakterien untersucht ; 
werden. i 

Die Arbeit nahm eine andere Wendung, als es trotz vielfach modi- 
fizierter Versuchsanstellungen nicht méglich war, ein dem Th. thiooxydans — 
entsprechendes Verhalten nachzuweisen. Wohl werden unter H,-Oxy-— 
dation energiereiche Phosphatverbindungen gebildet (ScHLEGEL 1953), 
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doch lassen sich Phosphorylierungsprozesse von dem Vorgang der CO,- 
Fixation nicht trennen. Es wird im folgenden darzustellen sein, 


1. das unter H,-Oxydation eine Phosphorylierung stattfindet, 

2. in welche Verbindungen Phosphat aufgenommen wird, 

3. welche Rolle im Phosphatstoffwechsel Kohlendioxyd spielt, 

4. da’ auch unter Oxydation organischer Substanzen anorganisches 
Phosphat in organische Bindung tibergefiihrt wird, 

5. daB neue Syntheseméglichkeiten meSbare Veranderungen im Phos- 
phathaushalt hervorrufen und 

6. inwieweit Energieangebot und PhosphorylierungsgréBe einander 
entsprechen. 


I. Material und Methode. 


Die Untersuchung wurde an einem Stamm von Hydrogenomonas spez. vorge- 
nommen, der sich bereits seit 2 Jahren in autotropher Reinkultur befand. Die 
Massenkultur erfolgte in groBen Prrri-Schalen mit Kasmrer-Mineralmedium, dem 
eine Spur Kisensulfat und Bodenextrakt zugesetzt worden war. Fiir die itiberwiegende 
Anzahl der Versuche wurden Bakterien verwendet, die auf einem Medium gezogen 
worden waren, das nur den zehnten Teil (0,005% KH,PO,) der iiblichen Phosphat- 
menge enthielt. Die Petrischalen wurden in groBen Exsiccatoren untergebracht, 
die nach Auspumpen mit einem Gasgemisch von 70% H,, 20%0O, und 10% CO, 
gefillt und zur Bebriitung in einem Raum von 31° C aufgestellt wurden. Bei reich- 
licher Beimpfung entwickelten sich auf der Oberflache des Nahrmediums mehr oder 
weniger zusammenhangende Hautchen, die nach 5—6 Tagen geerntet, mehrfach 
gewaschen und zur Zerteilung mit Glaskugeln geschiittelt wurden. 

Zur Verarmung an Speicherstoffen wurde die Suspension im Luftthermostaten 
bei 30° C eine Zeitlang geschiittelt. Hine Behandlung mit reinem Sauerstoff fiihrte 
zu einer weitgehenden Inaktivierung der Hydrogenase. Deshalb wurde auch die 
Verarmung in Luft nicht weiter ausgedehnt, als unbedingt nétig war. Im allgemeinen 
gentigten 5—8 Std. Zur Verarmung der Zellen an organischem Phosphat, das ge- 
wohnlich bis zuletzt festgehalten wird, erwies es sich als ginstig, die Suspension 
mehrere Stunden unter anaeroben Bedingungen — entweder unter N, oder in hoher 
Scéhicht — zu halten. Die Art der Vorbehandlung wurde im Laufe der Unter- 
suchung mehrfach variiert. 

Gepuffert wurde mit einem m/10 Boratpuffer (py 7,2), der der Suspension im 
Verhaltnis 1:7 zugesetzt wurde. Bei einem Teil der Versuche wurden auSerdem 
10 wg PO,’”’/ml zugegeben. 

Nach Filtration durch eine Fritte G 2 wurde die Suspension zu jeweils 5 ml in 
50 ml Erlenmeyerkolben verteilt, die mit Gummistopfen verschlossen wurden. 
Fiir Versuche unter einer definierten Gasatmosphare kamen doppelt durchbohrte, 
mit Réhrchen und Schlauchen versehene Stopfen zur Verwendung, vermittels deren 
die VersuchsgefaBe mit einem Begasungssystem in Serie geschaltet werden konnten 
(Gasometer — Waschflaschen — VersuchsgefaBe — Aspirator). 

Bei Versuchsbeginn wurden je nach Versuchsziel organische Zusitze schnell ein- 
pipettiert, verschlossen, Gas durchgeleitet und bei 30+ 1°C im Luftthermo- 
staten auf dem Kleinschiittler S 2 (Firma Kiistner, Dresden) geschiittelt. In ge- 
wissen Abstanden wurde je ein Kélbchen entnommen und die Reaktion durch Zu- 
gabe von 2,5 ml 20% iger TES abgestoppt. Da sich gezeigt hatte, da bei lang- 
fristigen Versuchen Konzentrationsénderungen durch Verdunsten nicht zu ver- 
meiden waren, wurde nach einer einheitlichen Extraktionsdauer von 1 Std in einen 
ox 
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15 ml MeBkolben iiberfiihrt, mit Wasser aufgefiillt und sofort abzentrifugiert. Hit 
Zentrifugationsdauer von einer halben Stunde bei einer Beschleunigung von 5000¢% 
erwies sich als notwendig und hinreichend. j 

In einem aliquoten Teil, im allgemeinen 10 ml, des Uberstehenden wurde na¢ sh 
MarTLAND u. Ropison (1926) das anorganische Phosphat bestimmt. Die angé 
gebenen Werte stellen Mittelwerte aus zwei Parallelen dar. Die Methode wurde 
insofern vorteilhaft modifiziert, als die Ammonmolybdat- und Schwefelsaurelésung 
gemischt wurden, wodurch die sonst laistigen Entmischungserscheinungen bei der 
Aufbewahrung der Ammonmolybdatlésung zu vermeiden waren. Die Probe wurde 
mit 2_ml der Molybdatlésung (5 g Ammonmolybdat, 17 ml konz. H,SO,, Wassei 
ad 100 ml) und 1 ml Reduktionslésung (0,5 g Hydrochinon, 20 g NaHSO,, Wasser 
ad 100 ml) versetzt, der MeBkolben aufgefiillt und 30 min nach Zugabe der Reduk- 
tionslésung im Lancx-Colorimeter mit Dunkelrotfilter colorimetriert. Zur Aus ; 
schaltung der Spannungsschwankungen des Lichtnetzes wurde mit einer Nieder- 
voltlampe (6 V, 15 W) gearbeitet, die durch einen starken Akkumulator mit Lade- 
gleichrichter gespeist wurde. Die Aufbewahrung des analysenfertigen TES-Extraktes 
am Eispunkt hatte keinen HinfluB auf das MeBergebnis. 

Neben dem im TES-Extrakt ,,direkt bestimmbaren‘‘ anorganischen Phosphat 
(P,) wurden nach derselben Methode erfaBt: das nach 7 min langer Hydrolyse dé 
Suspension bei 100° C in 1 n salzsaurer Lésung bestimmbare Phosphat (Py), 
Phosphat des in derselben Weise behandelten TES-Extraktes (P pj), das Gesamt- 
phosphat des TES-Extraktes (P.p,,,) und das Gesamtphosphat der Probe (P,,,). 
Zur Bestimmung des Gesamtphosphates gingen wir nach Erprobung verschiedener 
Verfahren (LOHMANN 1928, Umsrett, Burris u. STAUFFER 1951) in der Weise vor,} 


versetzt nochmals 20 min bei 160° C gehalten, mit 5 ml H,O versetzt, 15 min i 
Wasserbad gekocht und schlieBlich mit NaOH neutralisiert wurde. 

Zu Versuchsansitzen unter Ausschlu8 von CO, wurden Erlenmeyerkolbchen 
mit Mitteleinsatz verwendet. Die Kinsatze enthielten jeweils 0,5 ml 20% ige KOE: 
und zur VergréBerung der CO,-absorbierenden Oberflaiche einen Papierfacher. D 
Gasgemisch wurde mit KOH und Barytwasser CO,-frei gemacht. Als Bezugsgr6B 
wurde der Gesamt-Zell-N der Suspension in einer Halbmikro-Apparatur bestimmt: 


II. Ergebnisse. 


ann bana 


1. Vorversuche und Oxydation von Wasserstoff. 


Die Beobachtung, da Chromatium unter einer Atmosphire van 

N,/30°H, ungleich mehr Phosphat aufnimmt als unter N,/ 1%CO, 
(Wassink, Tyra u. WinTERMANS 1949), war bisher der einzige Hinweis 
auf die Méglichkeit, da Mikroorganismen unter H,-Oxydation energie: 
reiche Phosphate bilden kénnen. Zellfreie Extrakte aus Azotobacter vine: 
landit vermégen eine Knallgasreaktion mit einer Phosphorylierung zu) 
koppeln, sofern Adenyl-5-phosphorsiure als Acceptor vorhanden ist 
(HynpMan, Burris u. Witson 1953). Im iibrigen lagen bis zum Ab. 
schlu8 der Versuche zu dieser Arbeit keine Mitteilungen iiber die Ver- 
kniipfung von H,-Stoffwechsel und Phosphathaushalt bei intakten Mikro- 
organismen vor, At bei den heterotrophen, zur H, -Aufnahme befihigter 
Bakterien, noch bei den fakultativ autotrophen Knallgasbakterien. 
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Es mu8ten daher in eigenen Versuchsreihen die Bedingungen ermittelt 
werden, unter denen Phosphataufnahme und Phosphorylierungsvorgiinge 
am ausgepragtesten in Erscheinung treten. In Analogie zu dem bei 
mehreren Untersuchungen geiibten Verfahren (KANDLER 1950, WassINK, 
Ts1a u. WINTERMANS 1949) wurde der Versuch unternommen, die Sus- 
pension in einem gréBeren ReaktionsgefaB mit Gasgemisch bzw. Luft 
zu durchspiilen und die Proben in gewissen Abstinden mit der Pipette 
zu entnehmen. Diese Methode fiihrte zumindest bei einer Versuchsdauer 
von mehreren Stunden nicht zum Erfolg. Zwar bilden die Knallgas- 
bakterien in dest. Wasser aufgeschwemmt eine recht stabile Suspension, 
doch fiihren schon geringe Zusiitze von Neutralsalzen, etwa in Form von 
anorganischem Phosphat oder Pufferlésungen, im Laufe einiger Stunden 
zu Zusammenballungen und st6renden Inhomogenititen, die ein exaktes 
Auspipettieren unméglich machen. Es erschien deshalb vorteilhaft, die 
Suspension unmittelbar nach Verabfolgung der Zusitze und Filtration 
auf eine Anzahl von GefaiBen zu verteilen und diese in gleicher Weise 
zu behandeln (siehe Methodik). 

Zunachst war zu kliren, ob unter H,-Oxydation eine Aufnahme und 
Bindung des Phosphats in einem erfaBbaren MaBe erfolgt. Diese ersten 
Versuche wurden an Bakterien angestellt, die zwar auf einem Medium 
normalen Phosphatgehaltes gewachsen waren, aus denen aber durch 
wiederholtes Waschen nach Aufbewahrung in destilliertem Wasser oder 
physiologischer NaCl-Lésung bei + 2°C anorganisches Phosphat weit- 
gehend entfernt worden war. MaBnahmen zur Verarmung der Zellen 
an oxydierbaren Speicher- 
stoffen waren bei diesen 
ersten Versuchen nicht ge- 
troffen worden. Derart vor- : : a 
behandelte Zellen nehmen 
auch beim Schitteln an 
Luft, offenbar unter Oxy- 
dation noch vorhandener 


Speicherstoffe, anorgani- Abb. 1. Abnahme des direkt bestimmbaren Phosphats in 


einer an Speicherstoffen nicht verarmten Suspension von 
sches Phosphat aut und Hydrogenomonas (385 ug Zell-N/ml). 
fiihren es in eine im TES- a unter Luft, b unter H,/20% Os. 


Extrakt nicht direkt be- 

stimmbare Form iiber (Abb. 1). Unter Knallgasatmosphare (80% 
H, + 20% O,) sinkt der Spiegel des direkt bestimmbaren Phosphats 
auf einen wesentlich geringeren Wert ab als unter Luft. Daraus 
folgt, daB unter H,-Oxydation anorganisches Phosphat in 
Verbindungen iberfithrt wird, in denen es bei der Be- 
stimmung nicht als anorganisches Phosphat in Erscheinung 
tritt. 


_ unter BOTH, + 20 To02 
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Zellen durch die tibliche Be 
240 handlung mit Sauerstoff ode: 
pain ——+4| Luft an Speichersubstanzen 
EY A Peete cette >| zu verarmen. Es muBte da- 
t her in Kauf genommen wer- 
aC a den, da8 auch unter Luft de 
Phosphatspiegel betrachtlich 
absank, wenn auch in jedem 
0 70 20 30 40 Std. Fall noch ein signifikanter 
Abb. 2. Unterschied zu den unter 
Die Zunahme einer Zellsuspension (435 vg Zell-N/ml) an Knallga s laufenden Ansa teal | 
direkt bestimmbarem Phosphat wiihrend der anaeroben 5 
Vorbehandlung unter N.; o bei 28°C und A bei 31°C. zu beobachten war. Wurden | 
die Zellen durch 5 bis 10- 
stiindige anaerobe Inkubation (unter N, bei 20—30°C) an organisch 
gebundenem Phosphat, verarmt, so stieg der Gehalt an anorganischem 
Phosphat bei einigen Versuchen itiber das Doppelte des Grundwertes an 
(Abb. 2). Beim Schiitteln unter Knallgas sinkt der Phosphatspiegel wie- 
der ab. Bei einem Versuch, der sich tiber 84 Std erstreckte, konnten die 
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Abb. 3. Das Verhalten des im TES-Extrakt direkt (0) und nach 7 min Hydrolyse (A; Index ,,H‘ 
bestimmbaren Phosphats wihrend eines 84stiindigen Vorversuches. : 4 

1.—88. Std unter N,; 39.—52. Std unter Luft (Z), H,/20% O.-Gemisch (Kn) und H,/20% 0./8% COg- 
Gemisch; 53.—84. Std wieder unter Ny. Das ,,leicht hydrolysierbare Phosphat‘* = ,,7 min Phosphat* | 
= ,,labiles Phosphat< ist in Siulenform dargestellt. 4 

1 

Erscheinungen im Zusammenhang beobachtet werden (Abb. 3). Dabei 
bietet die ungewohnlich lange Versuchsdauer keine Gewiihr fiir den Aus- | 
schluB von Sekundirerscheinungen. Neben anorganischem Phosphat 
(P77) wurde das gesamte nach 7 min Hydrolyse der mit TES abgetéteten | 
° . . 2 

Zellen in 1n HCl bei 100°C vorliegende Phosphat (Pz) bestimmt. Die 
Differenz beider Werte (P,—P,,) stellt das ,,leicht abspaltbare“’ Phos- 
phat dar. Bereits dieser Versuchsansatz lift erkennen, daB das waih- 
rend der H,-Oxydation aufgenommene Phosphat vorwieg orm 
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in die ,,7min Phosphat‘‘-Fraktion (= ,,4 7 Ph‘ =,,labiles Phos- 
phat‘) eingeht und demzufolge mit Vorbehalt als ,,energie- 
reiches Phosphat‘ anzusprechen ist. 


' Die Bearbeitung mehr diffiziler Fragestellungen machte schlieBlich 
doch MaBnahmen notwendig, den Leerwert, d. h. die Phosphataufnahme 
der Kontrolle unter Luft, herabzusetzen. Die Zellen wurden durch 8 bis 
10stiindiges Schiitteln mit Luft an Speichersubstanzen verarmt. Die 
damit verbundene (Abb. 4) allerdings recht betrachtliche Inaktivierung 
des Fermentes Hydrogenase konnte in Kauf genommen werden, nachdem 
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Abb. 4. Zunehmende Inaktivierung des Hydrogenasefermentes beim Schiitteln an Luft. Atmungs- 
kurve (e) in WARBURG-GefiBen mit KOH gemessen. Nach 1%/,, 4 und 7 Std wurde H,/15% O,-Gemisch 
durchgeleitet und die H,-Oxydation (0) bestimmt. (Temperatur 30°C, m/15 Phosphatpuffer py 6.) 


sich bei hemmungsanalytischen Untersuchungen (SCHLEGEL 1953) und 
dem gelegentlichen Versuch, das P/O-Verhaltnis zu bestimmen, ergeben 
hatte, da8 die H,-Oxydation ruhender Zellen gréBtenteils als ,,Leerlauf- 
reaktion‘‘ (RUHLAND 1924) verlauft und unter den gegebenen Bedingun- 
gen normalerweise ohnehin nur ein kleiner Teil der auftretenden Energie 
zu synthetischen Leistungen verwertet wird. Der nach 8—10stiindigem 
Schiitteln mit Luft verbliebene Rest an Hydrogenaseaktivitat muBte 
also geniigen, soviel H, zu aktivieren, da der Betrag der waéhrend seiner 
Oxydation frei werdenden Energie immer noch zu einer optimalen Phos- 
phorylierung ausreichte. 

Tn zwei verschiedenen Serien wurden nun Suspensionen benutzt, von 
denen die eine tiber 20 Std an Luft geschiittelt und die andere nur 
10 Std geschiittelt und dann 10 Std in hoher Schicht (also semi-anaerob) 
stehen gelassen worden war. Wahrend bei der ersten Suspension kaum 
eine nach auBen hin in Erscheinung tretende Dephosphorylierung statt- 
gefunden hatte, war bei der letzteren der Spiegel des anorganischen Phos- 
phats angestiegen. Entsprechend war bei der ersten wahrend der an- 
schlieBenden H,-Oxydation nur eine geringe, bei der letzteren eine 
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betriichtliche Abnahme des anorganischen Phosphats zu beobachten. Aus 
diesen mehrfach festgestellten Erscheinungen schlieBen wir, dab unte 
aeroben Bedingungen der Erhaltungsstoffwechsel weitgehend durch di 
bei der Oxydation von Speicherstoffen frei werdende Energie bestritten, 
und da8 nach deren Verbrauch auf weitere verfiigbare Substanzen zu 
riickgegriffen wird, ohne daf energiereiche Phosphatverbindungen in 
nennenswertem Umfange herangezogen werden. Unter anaeroben Ver 
hiltnissen werden vorzugsweise energiereiche Phosphatverbindungen ge 
spalten, wobei anorganisches Phosphat frei wird. 

Wir haben die Dauer der anaeroben Vorbehandlung sowie die Tempe 
ratur in weiten Grenzen variiert. Dabei stellte sich heraus, daB die Bak- 
terien eine Zeitlang anaerob gehalten werden kénnen, ohne da die Phos- 
phorylierungsfahigkeit leidet. Uberschreitet diese Vorbehandlung eine 
gewisse Dauer, so geht die Fahigkeit zur Bildung energiereicher Phos- 
phate unter Aufnahme anorganischen Phosphats fast schlagartig ver- 
loren. Die gebrauchlichen Suspensionen (500 wg Zell-N/ml) halten eine 
anaerobe Inkubation bei 28°C von 10 Std ohne EinbuSe an Aktivitat 
aus, 15 Std aber schon nicht mehr. Bei erhdhter Temperatur verringert 
sich diese Zeitspanne. Beim Uberschreiten dieses Zeitraumes geht die 
Aktivitét verloren. Zu betonen ist, da bei dieser Vorbehandlung die 
Hydrogenaseaktivitét und der Knallgasumsatz in keiner Weise leidet. 
Uber die hochgradige Alterungsempfindlichkeit und Schadigung des 
phosphorylierenden Systems durch verschiedene AuSenfaktoren ohne . 
gleichzeitige Beeintrachtigung der Oxydationsfahigkeit liegen in der 
Literatur bereits mehrfach Mitteilungen vor (FRIEDKIN u. ee | 
1948, Kapitan 1950, Hunter 1951, AsHweLt u. Hickman1952). Die } 
Tatsache, daB der Oxydationsvorgang (Elektronentransport) auch ohne | 
gleichzeitige Phosphorylierung ablaufen kann, grenzt diese Art der Phos- | 
phorylierung, die ,,Atmungs“- oder ,,Fermentkettenphosphorylierung“, ; 
von der ,,Substratphosphorylierung“ ab. Letztere ist mit Dehydrierunged| | 
vorgingen im allgemeinen obligatorisch verknipft (LYNEN u. Hower 
1949). 

Auf Grund der dargelegten Beobachtungen kamen wir zu der im metho- 
dischen Teil genannten Art der Vorbehandlung. Diese Zusammenhange — 
wurden allerdings erst in einem fortgeschrittenen Stadium vorliegender | 
Untersuchungen erkannt. Es werden daher im folgenden auch noch eine 
Reihe von Versuchen angefihrt, die mit an Speicherstoffen relativ reichen — 
Bakterien angestellt worden sind. 

Trotz ausgedehnter Reihen von Vorversuchen und Einhaltung kon 
stanter Bedingungen kam es auch spaterhin noch verhiltnismaBig haufig 
vor, daB Suspensionen eine nur geringe Phosphorylierungsfihigkeit zeig- 
ten und die Anreicherung an A 7 Ph sehr gering war, ohne daf die Hig 
Oxydation zuriickgegangen war, 
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2. Oxydation organischer Substrate. 


Autotroph gewachsene Zellen verfiigen neben Hydrogenase noch tiber 
eine Reihe von Dehydrogenasen, mittels derer sie eine Anzahl von 
H-Donatoren angreifen kénnen. . 

Wurde die Bakteriensuspension mit Brenztraubensiure oder Bern- 
steinsdure (0,1°%) versehen und unter Luft geschiittelt, so fand eine Ab- 
nahme des im TES-Extrakt direkt bestimmbaren Phosphats statt, die 


die unter Knallgas be- 
obachtete in jedem Falle 
betrachtlich itiberstieg. 
Die gleichzeitige Ermitt- 
lung des nach Hydro- 
lyse bestimmbaren Phos- 
phats zeigte jedoch, daB 
bei Verabfolgung orga- 
nischer H-Donatoren 
anorganisches Phosphat 
weniger in die leicht, als 
vielmehr in die schwer 
hydrolysierbare Frak- 
tion eingebaut wird. 
Dieser Befund wies be- 
reits darauf hin, daB 
unter diesen beiden Be- 
dingungen, der Oxyda- 
tion von Wasserstoff und 
der Verwertung von or- 
ganischen Substanzen, 
nicht nur quantitative 
Unterschiede in der 
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Abb. 5. Abnahme (unter N,) und Zunahme des leicht hydro- 
lysierbaren Phosphats wihrend der Oxydation von H2, Brenz- 
traubensiure und Bernsteinsiure. — Zusatz von Brenztrauben- 
siure und Bernsteinsiure bzw. die Durchspiilung der Ansatze 
mit H./20% O.-Gemisch durch Pfeil markiert. 
Index ,,H“‘ = Hydrolysewerte. Z = Kontrolle unter Luft. 
Labiles Phosphat in Saiulenform. 


Phosphataufnahme auftreten, sondern der Phosphatrest auch an ver- 
schiedene Acceptoren gebunden bzw. iibertragen wird (Abb.5 und Tab. 1.) 


Tabelle 1. Das Verhalten des anorganischen und labilen Phosphats 
bei Oxydation organischer Substanzen. 


Anfangskonzentration Nach 38-stiindiger Versuchszeit 
papairht/ Aemosobare anorg. Ph labil. Ph anorg. Ph labil. Ph 
eee 
MBS/Luft 0.0.5 3% 14,4 47,6 
BPS Lifts c 0 boa , 21,3 48,3 
Glucose/Luft ..... 43,5 49 28,7 52,3 
Min Linktyesr feo a 45,2 48,8 
H,/15% 0,/5% CO, . 28 iaaa5mis 

2 
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Die Suspension (550 wg Zell-N/ml) wurde nach 9stiindigem Schiitteln an Luf 
und 16stiindigem Stehen in hoher Schicht auf die Dauer von 3 Std mit Glucose, 
Brenztraubensaure, Bernsteinsaure und als Kontrolle ohne Zusatz unter Luft bzw, 
Knallgasatmosphare (H,/15% 0,/5% CO,) geschiittelt; Versuchstemperatur 31° Oy 
Konzentrationsangaben in wg PO,’’’/ml. yi 


3. Die Rolle des Kohlendioxyds fiir die Phosphorylierung unter 
Oxydation von H, und organischen Substraten. i 


Der Frage, ob CO, auf die Phosphorylierung von EinfluB ist, ist bereits 
mehrfach experimentell nachgegangen worden. Analog den von VOGLER 
und Umsrett (1942) an Thiobacillus 
thioocydans erhobenen und mitge- 
teilten Befunden ware zu erwarten 
gewesen, daf in CO,-freiem Miliew 
die Phosphorylierung verstarkt i 
Erscheinung tritt. Aber bereits die 
ersten Versuche (Abb. 2 u. 6), in 
denen der Phosphatspiegel im TES. 
Extrakt a) unter CO,-Knallgasatm: 
sphare und b) bei Durchstromung 
mit CO,-freiem Knallgas (mit KOH 
und Barytwasser gewaschen) itber 
Qf 2 44 Si 8s oa werfoles wurde, hatten in jedem 
Abb. 6. Abnahme des im TES-Extrakt emer Fallizam Ergebnis: dab an Aue 
mittleren Suspension (340 ug Zell-N/ml) direkt g 2 : 
bestimmbaren Phosphates: a mit Bernstein- wesenheit von CO, mehr Phos | 
siure unter Luft (J); 6 unter H,/20% 0,/5% 


CO, (ID); ¢ unter CO,-freiem H,/20% 0,1) Phat aufgenommen wurde als 
und d unter Luft ohne H-Donator (IV). ohne CO,; ’ ; : 


. 


In weiteren Versuchen, zu denen mit Mitteleinsatz (KOH) ausgesta’ 
tete GefiBe herangezogen wurden, war es mdglich, CO, soweit zu abso 
bieren wie bei der tiblichen manometrischen KOH-Methode. Unter diesen : 
Bedingungen wird bei geniigend tiefem py auch die Atmungskohlensiure 
absorbiert und dem System entzogen. : 


Die Untersuchung unter CO,-Abwesenheit fiihrte zu einer Reihe von 
interessanten und in Anbetracht der von anderen Autoren mitgeteilten 
Befunde iiberraschenden Ergebnissen. In Abb. 7 werden. sowohl die ein- 
zelnen MeSpunkte als auch die jeweiligen Betriige an labilem Phosphat 
wiedergegeben. Fiir die unter CO,-haltigem und CO,-freiem Knallgas 
laufende Serie sind MeBwerte nach 2, 414 und 71% Std angegeben, fiir 
die tibrigen Reihen nur die Endwerte (7 bzw. 714 Std). : 

Zuniichst soll die Kontrolle unter Luft ins Auge gefaBt werden. Bleibt 
die Atmungskohlensiiure der Zellsuspension erhalten, so wird zwar etwas 
anorganisches Phosphat freigesetzt — bei diesem Versuch vorwiegend 
auf Kosten der schwer hydrolysierbaren Fraktion — doch bleibt das 
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» labile Phosphat‘ seinem Betrag nach erhalten. DaB es sich dabei nicht 
um eine stationére Erhaltung handelt, zeigt ein Kontrollversuch, bei 
welchem dem System das Atmungs-CO, laufend entzogen wurde. Die 
signifikante Abnahme des labilen Phosphats bei diesem Ansatz deutet 
darauf hin, da das gebildete Kohlendioxyd wieder in den Stoffwechsel 
einbezogen wird. Solange eine Reassimilation méglich ist, und solange 
die Zelle noch iiber gewisse oxydationsfahige Reserven verfiigt, wird 
unter aeroben Bedingungen der Spiegel des energiereichen Phosphats 
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Abb. 7. Der EinfiuB8 von Kohlendioxyd auf die Anreicherung von leicht hydrolysierbarem Phosphat 

(4 7 Ph) unter Knallgas (H,/20% O,) und unter Luft. CO,-Absorption durch 0,5 ml 20% KOH mit 

FlieBpapierfacher im Zentralgefab. Fiir Pp und Py (S. 130) sind die MeB8punkte angegeben, 4 7 Ph 
in Siulenform dargestellt. Suspension 595 ug Zell-N/ml; Gesamtphosphat 264 wg PO,/ml. 


Zeichenerklaérung: Versuchsbedingungen A 7 Ph 


@ 80% H, + 20% 0,; KOH 
vV77% H,+18%0,+5%CO, 
+ Luft/Bernsteinsiure 8 
o Luft 8 
x Luft/KOH 


aufrechtzuerhalten versucht. Die Zelle mu8 aber im Zuge des Erhaltungs- 
stoffwechsels auch unter aeroben Verhdltnissen auf die energiereichen 
Phosphatverbindungen als letzte Reserve zuriickgreifen, sobald der Assi- 
milationsstoffwechsel unterbunden wird. 

Unter Knallgasatmosphiare ist dieser Unterschied noch markanter. 
Wihrend das labile Phosphat bei Anwesenheit von CO, bedeutend zu- 
nimmt, sinkt es unter CO,-freier Knallgasatmosphare auf den Stand der 
CO,-freien Luftkontrolle ab. Dieses Verhalten war nach den bisherigen 
Vorstellungen nicht zu erwarten. Es lag die Annahme niher, daB, wenn 
schon mangels Neubildung von Phosphat-Acceptoren keine Anreiche- 

rung an labilem Phosphat erfolgte, sein Betrag wenigstens erhalten 
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bliebe. Mit dieser Annahme wiirden wir von der Voraussetzung ausgehen 
da die bei der H,-Oxydation freigesetzte Energie den Erhaltungsstoft- 
wechsel speiste, die Atmung also durch die Anorg-Oxydation ersetzt 
werden kiénnte. Wie der Versuch zeigt, liegen die Verhaltnisse erheblich 
komplizierter. Der Stoffwechsel hat einen rein assimilatorischen Charak. 
ter. Bei der H,-Oxydation ohne gleichzeitige Assimilation von CO, wer 
den weder energiereiche Phosphate gebildet, noch wird anorganisches 
Phosphat aufgenommen. Die Dephosphorylierung geht sogar unvermin= 
dert vonstatten. Die in gleichem Mafe wie unter CO,-freier Luft fort= 
schreitende Dephosphorylierung weist darauf hin, daB die wahrend der H,= 
Oxydation gebildeten organischen Verbindungen spezifischer Natur sind 
und in den Atmungsstoffwechsel nicht direkt eimbezogen werden kénnen, 

Die Beziehungen zwischen autotrophem und heterotrophem Stoff- 
wechsel unseres Organismus sind noch weitgehend ungeklairt. Hydro 
genomonas kann sowohl mit CO, als einziger C- Quelle leben als auch mi 
organischen Saéuren, Alkoholen und Zuckern. Es ist aber noch nich’ 
untersucht, ob diese Substanzen direkt eingebaut werden oder ob sie nur 
als H-Donator fungieren. In letzterem Falle hatte der Stoffwechsel einen 
verdeckt assimilatorischen Charakter und wiirde den Verhiiltnissen ent- 
sprechen, wie sie von den Athiorhodaceae und einer Reihe anderer fakul- 
tativ chemoautotropher Organismen bekannt sind. Zu dieser Vermutung 
konnten schon die Beobachtungen Anlaf geben (Scuatz, ISENBERG und 
TRELAWNY 1953), da8 wahrend der Milchsiureoxydation durch H yaa 
genomonas CO, in einem Betrage fixiert wird, der den bei der normalen 
heterotrophen CO,-Fixierung zu erwartenden weit iibersteigt. 1 
4 


Tabelle 2. Phosphateinbau in An- und Abwesenheit von CO,. - | 
: 


Anfangskonzentration Nach 5-sttindiger : 

Versuch| Substrat und Atmosphire | CO, Versuchszeit . | 
anorg. Ph | labil. Ph | anorg. Ph | labil. Ph 

la . | H,/20% 0,/5% CO, .| + "3.8 aa 41,5 110 @ 
b® | H,/209, 0,” eee , , 85,8 72,7 
te | BSS/Lat ae | 14,0 | 1030 © 
d* | BSS/Luft . 2... Pe eis ME Aaa 75,0 73,8 
4 i 

le | ohne/Luft ..... x6 72,6 92,4 
F¢ ol @hrie/Linftrbs aaa Srvc eB allel Pre tol Ace 55,0 
2a | BTS/int . Hg | 107 93 
b* | BTS/Luf ..... weet) Be 138 84 
2e Glucose/Luft . . . . + 84,1 104,9 | 
d* | Glucose/Luft . . . don't Ph 82 94,5 99,5 


Die Suspensionen (Versuch 1 525 ug Zell-N/ml; Versuch 2 620 bg Zell-N/ml) 
wurden nach der tiblichen Vorbehandlung auf die Dauer von 5 Std 1a) unter 
H,/20% 0,/5% CO,, 1b) unter H,/20% O, mit KOH im ZentralgefiS geschiittelt, 
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1c, d und 2a—2d unter Zusatz eines organischen H-Donators ohne und mit KOH 
im ZentralgefaB unter Luft; le, f ohne H-Donator ohne und mit KOH im Zentral- 
gefa8 unter Luft. Konzentrationsangaben in wg PO,’”/ml. Die Versuche mit KOH 
sind mit * versehen. 

Hinige Versuche mit Bernsteinsiure und Brenztraubensaure sowie Glu- 
cose als Energiequelle kénnen in dieser Frage einige Hinweise geben 
(Tab. 2). Werden die Suspensionen einige Stunden im geschlossenen 
Kolbchen geschiittelt, so wird Phosphat aufgenommen und labiles Phos- 
phat angereichert. Wird die Atmungskohlensiure durch KOH laufend 
entfernt, so nimmt der Betrag des labilen Phosphats nicht zu. Also wird 
selbst bei Vorhandensein organischer Substanzen fiir die Phosphorylie- 
rungsablaufe Kohlendioxyd benstigt. Diese Befunde stiitzen die Vor- 
stellung, daB Hydrogenomonas vorwiegend autotroph ist und organische 
Substrate in erster Linie als H-Donatoren benutzt. Da8 auch zur Bildung 
von Phosphobrenztraubensaure und anderer Phosphatester wahrend der 
Brenztraubensiure-Oxydation durch gewaschene Suspensionen von 
Nierenpartikeln CO, bzw. Bicarbonat notwendig ist, wurde unlaingst von 
Bart ey (1954) festgestellt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche entsprechen der Bedeutung, die heute 
dem Kohlendioxyd sowohl im autotrophen als auch im heterotrophen 
Stoffwechsel beigemessen wird. Wir méchten daher Kohlendioxyd nicht 
nur als Endprodukt oder Substrat einzelner Stoffwechselablaufe ansehen, 
sondern erblicken in ihm einen im MaBstab der Zelle ganz wesentlichen 
Intermediarkorper. 


4. Der Hinflup gebundenen Stickstoffs. 


Unter dem Eindruck der Vorstellung, da8 die Phosphorylierungspro- 
zesse schneller ablaufen, wenn Phosphat-Acceptoren in ausreichendem 
Ma8e zur Verfiigung stehen (OcHoa 1948), draingte sich die Frage auf, 
welchen Einflu8 der Zusatz gebundenen Stickstoffs auf die Phosphory- 
lierung nimmt. Ergeben sich bei Vorhandensein gebundenen Stickstoffs 
neue Synthesemdglichkeiten, die zu einer Steigerung der Phosphatauf- 
nahme und -festlegung fiihren? 

Es war bereits mitgeteilt worden (SCHLEGEL 1953 a), daB sich Suspen- 
sionen von Knallgasbakterien unter H,/10% O,/2% CO,-Atmosphare bei 
Anwesenheit von Ammonsalz nicht mehr wie ,,ruhende Zellen“ verhalten, 
sondern einen beschleunigten Knallgasumsatz aufweisen, wahrscheinlich 
wachsen. 

Wie Abb. 8 und Tab. 3 zeigen, wird in Anwesenheit von (NH,), CO; 
weniger anorganisches Phosphat aufgenommen als ohne Ammonsalz. 
Labiles Phosphat nimmt zwar auch zu, aber nicht in dem MaBe wie bei 
der ammonsalzfreien Serie. Es interessiert hier besonders der Verlauf des 


‘Spiegels an anorganischem Phosphat und an labilem Phosphat bei 
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langfristigen Versuchen (10—14 Std). Bei der Kontrolle (ohne gebun 
denen Stickstoff) steigt der Spiegel des labilen Phosphats wahren 
der ersten 2—3 Std stark, dann nur noch allmahlich an und beginn 
ohne da8 sich das Niveau des anorganischen Phosphats noch nennens 
wert veraindert, nach 6—8 Std wieder zu sinken. SchlieBlich geht mit 
einer Abnahme des labilen Phosphats eine Zunahme der schwer hydroly: 
sierbaren Fraktion einher, d. h. ein Teil des Phosphats wird fester ein 
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Abb. 8. Phosphateinbau unter H,-Oxydation bei Vorhandensein von Kohlendioxyd und | 
nem Stickstoff. — Suspension (485 ug Zell-N/ml; 286 ug Gesamt-PO,’”/ml); geschtittelt unter einer 
Atmosphiire von H,/20% 0,./5% CO.; Stickstoff als (NH,),CO, (0,5 ml 1% Lésung pro 5 ml) bei- 
gefligt. Fiir Pp und PH (S, 130) sind die MeBpunkte angegeben, 4 7 Phin Saéulenform dargestellt. 


Zeichenerklirung: A7Ph 2 


@ mit gebundenen Stickstoff / 
V ohne gebundenem Stickstoff J 4 
o Kontrolle unter Luft B 7 


. 


gebaut. Bei den mit Ammonsalz versehenen Serien erreicht der Spiegel 
des labilen Phosphats sein Maximum frither, und der Einbau des anorga- 
nischen Phosphats in die schwer hydrolysierbare Fraktion iiberwiegt. 


Wir interpretieren diese Befunde wie folgt. Bei Vorhandensein gebun- | 
denen Stickstoffs herrschen Bedingungen, unter denen sowohl HiweiB- 
synthese als auch Wachstum mdglich sind. Die fiir diese synthetischen 
Leistungen benétigte Energie wird in Form von Phosphatenergie auf- 
genommen, was eine verstirkte Spaltung der primiir gebildeten energie- 
reichen Phosphorverbindungen zur Folge hat. Der abgespaltene Phos- 
phatrest steht als anorganisches Phosphat fiir Phosphorylierungspro- | 
zesse wieder zur Verfiigung. Daraus erklart sich die gegeniiber der am- 
monsalzfreien Kontrolle verminderte Aufnahme von anorganischem 


. 
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Phosphat. Gleichzeitig werden im Zuge der durch N-Verbindungen er- 
moglichten HiweiBsynthese neue Phosphat-Acceptoren gebildet, wodurch 
es zu einer verstirkten Phosphatanreicherung in der schwer hydrolysier- 
baren Fraktion kommt. Ist eine EiweiBsynthese nicht gegeben (ohne 
gebundenen Stickstoff), so geht die ,,Transphosphorylierung“ erheblich 
langsamer vonstatten. In dieser Vorstellung finden die vorgelegten Be- 
funde — verlangsamte Aufnahme vonanorganischem Phosphat 
und bevorzugter Einbau in die schwer hydrolysierbare Frak- 
tion auf Kosten der labilen Phosphatfraktion — eine zwanglose 
Erklarung. 


Tabelle 3. Phosphateinbau unter H,-Oxydation bei Anwesenheit von CO, und 
gebundenem Stickstoff. 


. Ansaitze unter H,/20% 0,/5% CO, < i 
Ban mit (NH), CO, ohne (NH,), CO, ontrolle unter Luft 
Versuch in 
min | anorg. lab. achw. anorg. lab. schw. anorg. lab. schw. 
hydro. hydro. hydro. 
Ph Ph Ph Ph Ph | Ph Ph Ph Ph 
1 Cee chet gag ih 76.0 b 206 io See] ey 
| 390 44,5 96,3 | 213,2 | 41,5 | 110,0 | 202,5 | 72,6 | 92,4 | 189 
| 
2 0 76,0 | 82,5 | 141,5 | 76,0 82,5 | 141,5 | 76,0 | 82,5 | 141,5 
30 74,2 areas ‘see —_— —_ — — — 
210 . 70,6 | 86,1 | 147,3 | 59,5 97,2 | 147,83) — — — 
390 50,6 74,4 | 179 33,4 95,4 | 175,2 — — — 
600 | 39,9 | 69,0 | 195,1 | 25,4 93,8 | 184,8 | 91,7 | 23,3 | 189 


Die Versuche wurden mit mittleren Suspensionen (Versuch 1 460 wg Zell-N/ml, 
Versuch 2 598 yg Zell-N/ml) vorgenommen. Der gebundene Stickstoff wurde in 
Form von (NH,),CO, (0,5 ml 1% Lésung je 5 ml) beigefiigt. Atmosphare H,/20% 
0,/5% CO,. Anorganisches, labiles und schwer hydrolysierbares Phosphat in 
pg PO,’”’/ml angegeben. 


5. Vertetlung des Phosphats auf einzelne Fraktionen. 


Neben dem anorganischen Phosphat, das nach 7 min wahrender Hydrolyse in 
1n HCl bei 100° C vorliegende Phosphat zu bestimmen, ist seit Lonmann (1928) 
ein vielgeiibtes Verfahren. Die Differenz (nach Lonmann die ,,Pyrophosphat- 
fraktion‘‘), die als ,,7 min-Phosphat‘‘ (4 7 Ph) oder ,,labiles Phosphat** bezeichnet 
wird, besteht im wesentlichen aus energiereichen Phosphatverbindungen. Als solche 
kommen in erster Linie in Frage ATP, welches beispielsweise im Blut den Hauptteil 
der Pyrophosphatfraktion darstellt (MackLER, Fors u. Gust 1954), Phospho- 
brenztraubensadure und andere am Muskelstoffwechsel mafgebend beteiligte Ver- 
bindungen wie Kreatinphosphat, Argininphosphat u. a. Man spricht daher auch 
schlechthin von ,,energiereichem“ oder »ATP-Phosphat‘‘ (AtBAuM 1952). Ob die 
energiereichen Verbindungen bei Mikroorganismen dieselben sind wie im tierischen 
Organismus, ist noch weitgehend ungeklart. Jiingere Befunde deuten darauf hin, 
daB es neben den bisher bekannten noch eine Vielzahl anderer energiereicher 


ale 
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Phosphorsaureverbindungen gibt (DEuTScH u. Nrtson 1953, Lipron u. Mitarb. 1958, 
RacKER 1954). Die bisher neu aufgefundenen gehGren dem gleichen Bindungstyp am 
(Pyro-, Enol-, Guanidin-, Acyl-Phosphate) wie die schon bekannten energiereichen 
Verbindungen, werden also im wesentlichen auch in der ,,7 min-Fraktion“ erfaBt. 


Da neben den energiereichen Phosphatverbindungen wahrend dér 
7 min-Hydrolyse auch eine Reihe von Phosphorsaéureestern (Hexose- 
diphosphat zu 26,5°%; Glucose-1-Phosphat zu 100%) teilweise gespal- 
ten werden, deren vollstandige Hydrolyse erst durch langeres Kochen 
erreicht wird, kénnen auf Grund der 7 min- 
Hydrolyse noch keine eindeutigen Aussagen 


Anwendung langerer Hydrolysezeiten li Bt 
einigermaBen erkennen, welcher Anteil der 
,7 min-Fraktion“ energiereich ist. Genaue 
Angaben lassen sich erst machen, wenn be 
kannt ist, welche Phosphorsaéureverbindunge 
in den Bakterien enthalten sind. 


Se NTT 


N 
N 
N 


Die unter diesem Gesichtspunkt angestell- 
ten Versuche zur Erfassung der Phosphor. 
siure-Verbindungen, die bei 7, 15, 30 und 
Cy Zz mw 180 min langer Hydrolyse mit 1n HCl be: 
100°C gespalten werden, zeigen, dai wihrenc 


Abb. 9. Fraktionierte Hydrolyse 


der Bakteriensuspensionen: 5 ml 
Susp. (530 ug Zell-N/ml) + 2,5 ml 
20% TES + 1 ml 7n HCl wurden 
nebeneinander 7,15,30 und 180min 
im Wasserbad am Siedepunkt ge- 
halten. Zu Versuchsbeginn (J), 
nach 7% stiindigem Schiitteln un- 
ter H,/20% 0./5% CO, (IJ), nach 
7stiindigem Schiitteln mit 0,5 ml 


derOxydationsprozessehauptsachlick 
die ,,7 min-Fraktion“ von Veranderun. 
gen betroffen wird (Abb. 9). Hine geringe 
aber keineswegs signifikante Zunahme er. 
fahren auch die anderen Fraktionen. Es er. 
scheint daher berechtigt, im ,,7 min-Phos. 


5% Bernsteinsiure pro 5 ml Sus- 
pension (III) und 7%sttindigem 
Schiitteln ohne Zusatz 

unter Luft (JV). 


phat“ eine Fraktion zu sehen, die im wesent: 
lichen aus energiereichen Phosphorsiurever 
bindungen besteht. Durch die dreistiindig 
Hydrolyse wird vorwiegend Hexosediphosphat erfaBt (Mirskr unc 
WERTHEIMER 1939). j 


Molekularer Wasserstoff und Bernsteinsiiure verhalten sich als H-Do 
natoren durchaus nicht gleich. Die Unterschiede traten mehr oder we 
niger ausgepragt bei allen Versuchen in Erscheinung und sind beachtens 
wert. DaS mit Bernsteinsiure unter Luft etwas mehr anorganisches Phos 
phat gebunden wird und die labile Phosphatfraktion dennoch kleiner is 
als unter CO,/Knallgas-Atmosphire, ist bereits erwihnt worden. Aw 
Abb. 9 geht hervor, da bei Vorhandensein von Bernsteinsiiure das an 
organische Phosphat vorwiegend in die schwer hydrolysierbare und di 
zwischen 30 und 180 min hydrolysierbare Fraktion eingebaut wird 


. 
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-Vermutlich fungiert hier Bernsteinsiiure oder ein leicht zugiingliches 
Syntheseprodukt als Phosphat-Acceptor. 

Wird keine Energiequelle zugesetzt, so geht die Verarmung weiter und 
anorganisches Phosphat wird frei. Dessen Zunahme erfolgt auf Kosten 
aller Fraktionen, auch der in 3 Std nicht hydrolysierbaren. 

Wie die Untersuchungen der letzten Jahre, insbesondere der Schule von LynzEn, 
gezeigt haben (LyNEN 1941, HotzeR u. Lynen 1950), ist ein Teil des Phosphats 
locker an die Struktur gebunden und wird schon durch Behandlung mit TES in 
freies anorganisches Phosphat iibergefiihrt (,,Strukturphosphat“). Etwas Ahnliches 
scheint im ,,Gel-Phosphat‘‘ vorzuliegen, das in den Mitochondrien der Kaninchen- 
niere aufgefunden worden ist (GREEN u. Mitarb. 1949) und das als labiles Ester- 
phosphat angesehen wird. Ob diese siureempfindlichen Phosphatverbindungen als 
energiereich anzusehen sind, ist noch nicht sicher, doch sehr wahrscheinlich. 

Ks ist demnach durchaus méglich, daB in der oben als ,,anorganisches 
Phosphat‘‘ bezeichneten Fraktion eine schon mit TES spaltbare Fraktion 
enthalten ist. Die angegebenen Werte stellen demnach die obere Grenze 
des anorganischen Phosphats dar. Ob unter schonenderen Extraktions- 
bedingungen die Unterschiede im labilen Phosphat zu Anfang und Ende 
der H,-Oxydation nicht noch stiirker in Erscheinung treten, mu8 noch 
untersucht werden. Wegen der betrachtlichen Stérung durch Begleit- 
substanzen erwies sich das Verfahren nach Lowry und Lopsz (1951) fiir 
unsere Zwecke als nicht geeignet. Im tibrigen wird nach dieser Methode 
zumindest das Gel-Phosphat auch gespalten (GREEN u. Mitarb.). 

Um der Lésung der Frage naiher zu kommen, in welche Verbindungen 
das aufgenommene anorganische Phosphat eingebaut wird bzw. welche 
Verbindungen bei Verarmung unter N, oder Luft in erster Linie betroffen 
werden, wurde neben der fraktionierten Hydrolyse eine weitere Unter- 
teilung vorgenommen. Aus den gemessenen GréSen (im method. Teil 
S. 130 genannt) Pz, Prg, Pz, Prges und Pye, wurden die in der Tab. 4 
aufgefiihrten Fraktionen errechnet. _ . 


Tabelle 4. Uniterteilung der Phosphorsdéure-Verbindungen nach 
TES-Léslichkeit und Hydrolyseverhalten. 


2 errechnet Bezeichnung 
MD a loa aus MeBwerten in Abb. 10 
1. Anorganisches Phosphat. ........ Pr fa 
2. Leicht hydrolys., TES-lésl. Ph... ... Poq_— Pr 
3. Leicht hydrolys., TES-unlésl Ph... . Py — Pitecs 
4, Schwer hydrolys., TES-lésl. Ph. . . . . . Pics — Pon 
5. Schwer hydrolys., TES-unlésl.Ph. .. . . Pes — PH O 
6. Gesamtphosphat = Summe1.—5. . . - . Paes 


Vom labilen Phosphat ist (Abb. 10) nur ein kleiner, zwar mit groBer 
Sicherheit erfaBbarer, aber kaum nennenswerter Teil mit TES aus den. 


ellen herauslésbar. Der tiberwiegende Teil bleibt in den Zellen zuriick. 
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Er unterliegt wihrend der H,- und Bernsteinsiure-Oxydation ebenso wig 
bei der Leerkontrolle unter Luft etwa denselben Verinderungen wie di 
TES-lésliche Fraktion. Das gleichsinnige Verhalten beider Fraktionen 
unter den verschiedenen Bedingungen spricht dafiir, daB auch der TES- 
unlésliche Anteil am leicht hydrolysierbaren Phosphat ener 

giereich ist. Es ist die gleiche Erscheinung, die ALBAUM und OGUR 
(1947) bei ihren Untersuchungen an Haferkeimlingen beobachteten,. und 
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Abb. 10. Trennung in die in Tab. 4 genannten Fraktionen: 
I zu Versuchsbeginn; JJ unter H./20% O,/5% CO.; JJ unter Luft mit Zusatz von 0,1 ml15% Bern- 
steinsiiure/ml; JV unter Luft ohne Zusatz; V unter H,/20% O, mit KOH im ZentralgefiB.— Versuch 4 
458 ug Zell-N/ml, 260 wg Gesamt-PO,/ml; Versuch B: 520 wg Zell-N/ml, 220 ug Gesamt-PO,/ml._ 


: 
die zu der Vorstellung fiihrte, daB ATP durch eine komplexe Verbindungy 
ersetzt ist, die zwar strukturmaBig anders, aber biochemisch von der 
gleichen Bedeutung wie ATP ist. Nach Bonner (1950) ist ein Teil des 
labilen Phosphats tiber Purin und Pentose an Protein gebunden un 
spielt dieselbe Rolle wie ATP bei anderen Geweben (WILDMAN, CAMPEL 
u. BonNnER 1949). In dieser Fraktion kénnen aber auch die in coe 
unléslichen Metaphosphate (WiamE 1949, JunI u. Mitarb. 1948, SPIE- 
GELMANN u. Mitarb. 1948) enthalten sein, von denen bekannt ist, daB sie 
am Stoffwechsel der Zelle hervorragend beteiligt sind. 


Neben dem labilen Phosphat wird aus den Zellen schwer hydrolysier- 
bares Phosphat in ganz betrachtlicher Menge herausgelést, das 5—10% 
des Gesamtphosphats betragen kann. Wihrend der Phosphataufnahm 
macht dieser Anteil nicht so groBe Verinderungen durch wie das aa 
Phosphat**, doch ist deutlich, daB bei der Bernsteinsiure- Oxydation 
Phosphat bevorzugt auch in diese Fraktion eingebaut wird. 


| 
J 
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Die hier mitgeteilten Ergebnisse sind von Bedeutung fiir eine papierchromato- 
graphische Nacharbeitung dieser Untersuchungen. Die Schwankungen der TES- 
léslichen energiereichen Fraktionen unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
halten sich in engen Grenzen. Die absoluten Mengen des TES-léslichen A 7 Ph 
za Anfang und zu Ende des Versuchs verhalten sich wie 1:2 oder héchstens 1:3. 
Fir papierchromatographische Untersuchungen wird man mit Vorteil unter ex- 
tremen Bedingungen arbeiten und langere Versuchszeiten wahlen. 

Auch dem Versuch, durch Fallen mit Barium (nach Le Page u. 
Umpretr 1943) ihrer chemischen Zusammensetzung niher zu kommen, 
entzogen sich die im TES-Extrakt enthaltenen Phosphorsaureverbindun- 
gen wegen ihrer zu geringen Konzentration. 


6. Das P/O-Verhiéltnis. 


Als einer der ersten H-Acceptoren des durch Hydrogenase aktivierten 
Wasserstoffs ist DPN anzusehen. Bei der Oxydation von DPN-H, zu 
DPN und H,0 wird ein Elektronenpaar iibertragen. Die bei dieser Elek- 
tronenwanderung verfiigbar werdende Energie (A G ~ 56 Cal) reicht 
aus, um drei Phosphatgruppen in ,,energiereiche Bindung“ iiberzufiihren. 
Mit diesem Wert 3 erreicht das P/O-Verhialtnis!, das als thermodyna- 
mischer Wirkungsgrad der oxydativen Phosphorylierung anzusehen ist 
(LEHNINGER 1952), seine theoretische obere Grenze (OcHoA 1943, FRrmp- 
KIN u. LEHNINGER 1948). 


Bereits Hemmungsversuche hatten uns in der Vorstellung bestarkt, 
daB die H,-Oxydation bei Hydrogenomonas als ,,Leerlaufreaktion‘‘ vor 
sich gehen kann. Es war daher von vornherein damit zu rechnen, daB 
ein Teil der Oxydationsenergie ungenutzt verloren gehen wiirde. 


Wenn in den vorangehend beschriebenen Versuchen von Phosphory- 
lierung die Rede war, so handelte es sich dabei nur um einen Teil der Vor- 
gange, nimlich den, der nach aufen hin in Erscheinung tritt. Kin groBer 
Teil der gebildeten Verbindungen wird durch die gleichzeitig ablaufenden 
Dephosphorylierungsvorgiinge wieder abgebaut. Die ,,wahre“ Phos- 
phorylierung ist also gréBer als die ,,apparente“ Phosphorylie- 
rung, und zwar um den Betrag der Dephosphorylierung. Um die Phos- 
phorylierung allein messen zu kénnen, miiBte man die Dephosphorylie- 
rung ausschalten. Da dies nicht méglich ist, geht man den umgekehrten 
Weg und bestimmt die Dephosphorylierung bei abgestoppter Phosphory- 
lierung (LyNEN u. KoENIGSBERGER 1950). Die ,,wahre“ Phosphory- 
lierung stellt dann die Summe der ,,apparenten™ und bei gestoppter 
Phosphorylierung allein in Erscheinung tretenden Dephosphorylierung 
dar. MeBbar wird die Dephosphorylierung durch Atmungshemmung 
mittels KCN (3- 10-?m). 


1 Gebundene Mole Phosphat: aufgenommene Grammatome Sauerstoff. 
10* 
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Wir ermittelten an einer bestimmten Suspension (360 ug Zell-N/ mil) 
unter Zugrundelegung der Geschwindigkeit der Phosphorylierung (Dé 
phosphorylierung) wahrend der ersten 10 min nach Durchstrémung mi 
Knallgas (Zugabe des Giftes) die ,,;wahre‘‘ Phosphorylierung zu 97 

PO,'”/ml/Std. Die O0,-Aufnahme wihrend der H,-Oxydation betrug 12 
j1/O,/ml/Std. Daraus errechnet sich das P/O-Verhaltnis zu P/O = 0,09% 
Dieser Wert von etwa 0,1 ist der héchste, den wir bisher bestimme 
konnten. In der Mehrzahl der Falle lag er bei 0,05. Wir nehmen an, da 
wir bei weiterer Verfeinerung der Methodik und Erfassung kirzerer 
Versuchszeiten zu héheren Werten kommen. 


50 


0 7 2 3 4 5 6 4 é : 9 Std. 


Abb. 11. Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Ab- und Zunahme des anorganischen Phos- 
phats in einer mittleren Suspension (425 ug Zell-N/ml) unter H,/20% O2/5% CO,-Atmosphire. 
Ausschaltung der Phosphorylierung durch Zugabe von 0,25 ml 6 -10~*m KCN pro 5 ml Suspensio 


Dennoch gab der niedere Wert zu Bedenken Anla8. Wenn auch nicht 
iibersehen werden soll, daB man es hier mit intakten Organismen zu tun 
hat, die die bei der H,-Verbrennung freigesetzte Energie nicht nur zu 
Phosphorylierungsprozessen, sondern auch zu weiteren synthetischen 
Leistungen verwenden, so war doch zu allererst die Moglichkeit in Er- 
wagung zu ziehen, da8 ein groBer Teil der Verbrennungsenergie als Warme 
verloren gehc. Man kann sich leicht vorstellen, daB das Oxydations- 
system bei optimaler Leistungsfihigkeit der Terminalenzyme so viel 
Energie zur Verfiigung stellt, daB die weniger leistungs- und steigerungs- 
fahigen Intermediarprozesse dem verstarkten Energieangebot nicht folgen 


kénnen und die Reaktion begrenzen. / 


In der Annahme, auch schon bei geringerem Energieangebot eine opti- 
male Phosphorylierung erzielen zu k6nnen, wurde der Qo, durch Anwen- 
dung niederer O,-Partialdriicke herabgesetzt. Es wurde damit angestrebt, 
gerade soviel Oxydationsenergie zur Verfiigung zu stellen, wie fiir Phos- 
phorylierungsprozesse und synthetische Leistungen bendtigt wird. Die 
erzielten Ergebnisse (Abb. 12) entsprachen nicht dieser Vorstellung. 

Es muB8 einer eingehenden Untersuchung iiberlassen bleiben, zu zeigen, 
ob das P/O-Verhiltnis nicht durch Veranderung der Versuchsbedingungen, 


oe ate rt aaa alii 
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Abfangen stdrender (,,entkoppelnder‘‘) Begleitsubstanzen oder Variation 
der Art der Vorbehandlung gesteigert werden kann. 


Die Frage, ob auch andere Organismen, die zur Aktivierung des mole- 
kularen Wasserstoffs befiihigt sind und eine Knallgasreaktion vollfiihren, 
die H,-Oxydation mit einer Phosphorylierung koppeln kénnen, wurde 
bisher nur an Escherichia coli in unserem Laboratorium kursorisch unter- 
sucht. 


Anaerob gewachsene £. coli-Zellen oxydieren neben Wasserstoff auch 
Glucose, Bernsteinsiiure und Brenztraubensiure. Eine wirklich signi- 
fikante Phosphorylierung konnte bisher nur unter Glucoseoxydation 
festgestellt werden. Unter einer 
Atmosphare von H,/20%0, iiber- 
wog ebenso wie unter Luft die 
Dephosphorylierung. Wir halten 
nach unseren Erfahrungen iiber die 
,,Launenhaftigkeit’ der Fahigkeit 
zur Phosphorylierung die Méglich- 
keit, daB auch bei anderen Orga- 
mismen die H,-Oxydation mit 
einem Phosphorylierungsvorgang 


0 if 2 Zz ¥ 


oy bok Gy 
Abb. 12. Phosphataufnahme unter CO,/Knall- 


gekoppelt sein kann, nach diesem 
negativen Befund noch nicht fir 
ausgeschlossen, zumal tiber diese 
Fahigkeit an Extrakten aus Az. 


gas-Atmosphare mit verschiedenen O,-Anteilen. 
(Suspension 865 ug Zell-N/ml.) — a Kontrolle 
unter Luft (J); 6 unter H,/2% 0./5% CO, (11); 
ec unter H./7% 02/5% CO; (LIT); 
d unter H,/20% 0./5% CO, (IV). 


vinelandii (HYNDMAN, BuRRIS u. 
Witson) unlangst berichtet worden ist. Die Untersuchungen werden 
fortgesetzt. 

II. Diskussion. 


Untersuchungen an intakten Zellen von Chromatiuwm und an zellfreien 
Extrakten aus Azotobacter vinelandii hatten bereits gewisse Anhalts- 
punkte fiir die Tatsache gegeben, daB unter Oxydation molekularen 
Wasserstoffs anorganisches Phosphat in organische Bindung tibergefithrt 
zu werden vermag. In der vorliegenden Arbeit konnte an Suspensionen 
von Hydrogenomonas mit einfachen Mitteln der Beweis erbracht werden, 
daB mit der H,-Oxydation ein Phosphorylierungsvorgang gekoppelt ist. 
Die im Zuge der Elektroneniibertragung von einem der primaren H-Accep- 
toren, vermutlich DPN, auf Sauerstoff freigesetzte Energie kann zum 
Teil in energiereichen Phosphatverbindungen festgelegt werden. 

Im Rahmen dieser Untersuchungen ist neben der Abnahme des direkt 
bestimmbaren Phosphats das gleichzeitige Anwachsen des nach 7 min 
Hydrolyse mit n HCl bei 100° C zusatzlich auftretenden Phosphats ver- 
folgt worden. Da& das aufgenommene anorganische Phosphat dabei im 
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wesentlichen in diese ,,7 min-Phosphat-Fraktion‘‘, die man als energi¢ 
reiche Phosphorsaureverbindung ansieht, eingebaut wird, konnte durch 
eine weitergehende Aufteilung in verschiedene Hydrolyse-Fraktionen 
gezeigt werden. Bei der Analyse der Zellen und des TES-Extraktes erga 
sich, daB von dem labilen Phosphat nur ein kleiner Teil TES-léslich ist 
der tiberwiegende Teil aber bei der Extraktion in der Zelle festgehalte 
wird. Dieser TES-unlésliche Anteil am labilen Phosphat erfahrt wahrend 
der Versuche fast dieselben Verainderungen wie der TES-losliche Antei 
Beide Fraktionen nehmen wahrend des Schiittelns an der Luft oder unter 
anaeroben Bedingungen ab und werden wahrend der Oxydation von 
Wasserstoff angereichert. Dieses gleichsinnige Verhalten stiitzt die Ane 
nahme, daB auch die TES-unlésliche, leicht hydrolysierbare Phosphat- 
fraktion vorwiegend aus energiereichen Phosphorsiureverbindungen 
besteht. 
Geht im Laufe langfristiger Versuche (8—12 Std) der Gehalt an an 
organischem Phosphat im Suspensionsmedium zuriick und sind geniigend 
Phosphat-Acceptoren vorhanden, so nimmt das labile Phosphat allmah- 
lich ab, wihrend der Betrag an schwer hydrolysierbarem Phosphat an- 
steigt. 
Entgegen der auf Grund der vorangegangenen Untersuchungen (Vo@- 
LER u. UMBREIT 1942) entwickelten Vorstellung erwies sich die Anwesen- 
heit von Kohlendioxyd fiir die Phosphataufnahme als unbedingt not+ 
wendig. Unter Ausschlu8 von CO, geht keine me8bare Phosphorylierung 
vor sich, Hydrogenomonas verhalt sich demnach ganz anders als es von 
Thiobacillus thiooxydans mitgeteilt wurde. Bei diesem Organismus wird 
unter CO,-freien Bedingungen mehr labiles Phosphat gespeichert als i 
Anwesenheit von CO,. : 
Wenn fiir den Phosphorylierungsablauf bei Hydrogenomonas selbst 
schon CO, notwendig ist, dann ist es unméglich, den Vorgang der Oxy- 
dation und Energiegewinnung von der CO,-Fixation in der Weise zu 
trennen, wie bei Th. thiooxydans. Es soll hier nicht iibersehen verde 
da unsere Versuchs- und Analysenmethoden zur Erfassung geringer 
Effekte, wie sie wahrend ganz kurzfristiger Experimente auftretenkonnen, 
zu grob sein kénnen. Es wire dann méglich, daB® uns die auch unter Aus- 
schlu8 von CO, vor sich gehende Anreicherung von labilem Phosphat 
wahrend der ersten Minuten der H,-Oxydation entgangen ist. Diese An- 
hiiufungen von labilem Phosphat wiirden dann aber so gering sein, daw 
sie in keinem Verhaltnis zu den Effekten stiinden, die bei Th. thioowydans 
beobachtet wurden. Die angehauften energiereichen Verbindungen wiirden 


nicht ausreichen, um fiir eine meBbare CO,-Fixierung die Energie zu 


liefern. 4 


Im iibrigen wurden auch an Thiobacillus nicht die Vorginge beobachtet, 
die wihrend weniger Minuten abliefen, sondern es wurden ausschlieBlich 
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langfristige Versuche angestellt. Es ist also eine unmittelbare Vergleichs- 
moglichkeit mit unseren Ergebnissen gegeben. Demnach mu festgestellt 
werden, daB die fiir Thiobacillus entwickelten Vorstellungen 
fiir unseren Organismus nicht zutreffen. Inzwischen sind die ur- 
spriinglichen Untersuchungen an Th. thiooxydans nachgepriift worden. 
Sorgfaltige Nacharbeitungen an Th. thiooxydans, Th. denitrificans und 
Th. thoparus fiihrten zu dem Befund, da8 eine zeitliche Trennung des 
Oxydationsprozesses vom Vorgang der CO,-Fixierung nicht moglich ist 
(BaaLsRuD u. BAaatsrup 1953). Unter Verwendung von *2P und “C hat 
Umpreir (1954) die Untersuchung an Th. thiooxydans wieder aufge- 
nommen und festgestellt, daB die unter anaeroben Bedingungen fixierten 
CO,-Mengen betrichtlich geringer sind als friiher beobachtet worden war. 
_Jedoch wurde erneut nachgewiesen, daB die Schwefeloxydation in Ab- 
wesenheit von CO, die Zelle in die Lage setzt, unter anaeroben Bedin- 
gungen CO, zu fixieren. 


Der Rolle des Kohlendioxyds wahrend der Atmungskettenphosphory- 
lerung ist schon mehrfach experimentell nachgegangen worden. An 
Chromatium Stamm D untersuchten WassiInk, Ty1A u. WINTERMANS 
(1949) den Zusammenhang zwischen Phosphatstoffwechsel und Photo- 
synthese. Sie verglichen allerdings nur die Phosphorylierung unter einer 
Atmosphire von N,/30%H, mit der unter N,/30%H,/5% CO,. Dabei 
war unter CO,-Zusatz die Phosphataufnahme geringer als ohne CO,. Zu 
Vergleichszwecken wire ein Ansatz unter CO,-freien Bedingungen von 
gr6Btem Interesse. Die Mehrzah]| der Untersuchungen iiber die Bedeutung 
des CO, wurde an griinen Organismen vorgenommen. 


Zwischen den autotrophen Anorgoxydanten und den griinen Pflanzen 
haben sich zahlreiche Querverbindungen ergeben. Da an diesem Punkt 
unsere Fragestellung in die Problematik der Photosyntheseforschung ein- 
miindet, seien einige in diesem Zusammenhang wesentlich erscheinende 
Einzelheiten kurz diskutiert. 


Nachdem bereits Rusen 1943 die Vorstellung entwickelt hatte, daB die griinen 
Pflanzen wahrend der Aufnahme von Lichtenergie energiereiche Phosphatverbin- 
dungen bilden, mittels deren die Reduktion des Kohlendioxyds bewirkt wiirde, 
behandelten Emerson, STAUFFER u. Umprett (1944) die Beziehungen zwischen 
Phosphathaushalt und Photosynthese eingehender. Fiir ihre Auffassung, da8 die 

‘Bildung energiereicher Phosphorsdiureverbindungen die einzige Lichtreaktion ist, 
konnten keine eindeutigen Anhaltspunkte gefunden werden. Erst KaNDLER (1950) 
gelang es, an Chlorella in Kurzzeitversuchen den Nachweis zu erbringen, daB mit 
einem Licht-Dunkel-Wechsel Phosphatspiegelschwankungen einhergehen. Die von 
STREHLER (ref. BROWN u. FRENKEL 1953) nach anderer Methodik gewonnene Kurve 
des ATP-Niveaus ist der von KanpLEr angegebenen spiegelbildlich sehr ahnlich. 
In diesen Untersuchungen kommt zum Ausdruck, daS in verarmten und dunkel 
gehaltenen Algenzellen bei Belichtung anorganisches Phosphat in organische Bin- 
dung (ATP) iiberfiihrt wird. Nach erneuter Verdunkelung stellt sich der alte Zustand 

wieder ein. Die hohe Stoffwechselaktivitat der Chlorellen laBt es nicht zu, die zeitliche 
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Trennung der Energiegewinnung und -speicherung von den energiezehrenden 
Assimilationsprozessen am Phosphatspiegel zu verfolgen. 

Bei langfristigen Versuchen (5 Std) mit Chlorella-Suspensionen fauden WASSINK, 
WINTERMANS u. TyIA (1951a) bei dem CO,-haltigen Ansatz einen gegeniiber der 
CO,-freien Kontrolle verminderten Phosphateinbau in die TES-unlédsliche Frak- 
tion. Ebenso wie die Anwesenheit von CO, setzte auch eine Glucosezugabe der 
Phosphateinbau in die TES-unlésliche Fraktion herab (WASSINK, WINTERMANS U, 
Tsra 1951b). Da sich der gréBte Teil des TES-unléslichen Phosphats als ,,labiles 
Phosphat‘‘ erwies (WINTERMANS u. Tu14 1952), sind diese Befunde geeignet, die 
Vorstellungen von UmBreit zu bestatigen. 7 

Die Rolle des Kohlendioxyds bei der Einlagerung von **P in die TES-léslic! 
und TES-unlésliche organische Phosphatfraktion haben Srmonis u. GRUBE ( | 
und GruBE (1953) an Helodea densa naher untersucht und bei CO,-Anwesenheit 
eine erhéhte Aufnahme in die TES-lésliche organische Phosphatfraktion gefunden, 
Bedingungen volliger CO,-Freiheit lieBen sich an dem verwandten Mace 
nicht herstellen. 


Im Lichte dieser Arbeiten ist als wesentliches Ergebnis unserer Unter. 
suchungen hier besonders die Tatsache hervorzuheben, da8 unter CO,- 
freien Bedingungen weder eine Phosphataufnahme, noch eine 
Anreicherung von energiereichen Phosphatverbindungen 
nachzuweisen ist. Selbst unter Knallgas iiberwiegt in Abwesenheit 
von Kohlendioxyd die Dephosphorylierung, und der Spiegel des energi 
reichen Phosphats sinkt auf einen tieferen Wert als bei der Kontrolle 
unter CO,-haltiger Luft. Die wihrend der H,-Oxydation freigesetzte 
Energie kann demnach dem lichaltunigkethitwouhsel nicht unmittelbar 
zuflieBen, sondern nur oder zumindest zu einem betrachtlichen Teil, auf 
dem Umweg iiber Assimilationsprozesse. Kohlendioxyd ist in jedem Fa 
am Stoffwechsel beteiligt. Im vorliegenden Falle ist ohne Kohlendioxyd 
keine Energieiibertragung méglich, wenigstens soweit diese an energie- 
reiche Phosphatverbindungen gekniipft ist. Im Kohlendioxyd ist dem- 
nach ein Intermediairkérper von entscheidender Bedeutung zu sehen. 
Die Phosphorylierungsprozesse lassen sich vom Assimilationsstoffweehsel 
nicht in dem MaB8e trennen, wie friiher angenommen wurde. 


Die vorgelegten Befunde stiitzen die Vorstellung, daB die energi e- 
liefernden Vorginge der Anorgoxydation die Atmung nicht 
vertreten kénnen. Der Erhaltungsstoffwechsel braucht die Atmung, 
die Anorgoxydation schafft nur die fir Assimilationsvorginge spezifische 
Energieform. 


Diese Ergebnisse finden ihre Analoga in der Problematik der Photo- 
syntheseforschung. Lassen wir der Anorgoxydation die Strahlungsauf- 
nahme entsprechen, so kommen wir zu der Folgerung, daB neben den 
Prozessen, bei denen die Strahlungsenergie genutzt wird, die Atmung 
unabhingig nebenherlaufen mu8. Damit ist noch nicht gesagt, daB Assi- 
milation und Dissimilation nicht in Teilprozessen dieselben Wege be- 
schreiten und Intermediarstoffe gemeinsam haben (HouzmR 1954). Die 
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Sonnenenergie kann nicht direkt dem Erhaltungsstoffwechsel nutzbar 
yemacht werden. In der Tat ist diese Fragestellung, die seit langem zu 
len Hauptproblemen der Photosyntheseforschung zahlt, in jiingsten 
Untersuchungen von WaRBURG u. Mitarb. (1949) und Brown u. Mitarb. 
1953) entschieden worden: Licht setzt die Atmung nicht herab. Auch 
ei optimaler Photosynthese geht die Atmung ungehemmt, wenn nicht 
sogar stimuliert weiter. Unsere Ergebnisse ttber die Anorgoxydation 
jurch Knallgasbakterien stehen mit diesen Vorstellungen im Einklang. 

Werden neue Syntheseméglichkeiten eréffnet, beispielsweise durch 
Verabreichung gebundenen Stickstoffs, so wird vermehrt Energie be- 
notigt. Zur Verfiigung gestellt wird diese in Form von energiereichen 
Phosphatverbindungen. Bei Abgabe der Energie werden diese gespalten 
und anorganisches Phosphat wird frei. Es vermehrt den Vorrat an an- 
organischem Phosphat und kann erneut zu Phosphorylierungsvorgangen 
herangezogen werden. Bei Erméglichung von synthetischen Lei- 
stungen durchlauft also ein Teil des anorganischen Phos- 
phats einen geschlossenen Phosphorylierungs-Dephosphory- 
lierungscyclus, ohne eingebaut zu werden. Nach auSen hin macht 
sich diese Funktion in einer verminderten Aufnahme von anorganischem 
Phosphat bemerkbar, was in unseren Untersuchungen gut zum Ausdruck 
kommt (Abb. 7). 

Die Oxydation organischer Substrate ist ebenfalls mit Phos- 
phorylierungsvorgangen verkniipft. Ihre quantitative Analyse fihrte zur 
Aufdeckung bemerkenswerter Abweichungen von den Verhaltnissen 
wahrend der H,-Oxydation. Anorganisches Phosphat wird schneller auf- 
genommen als unter H,-Oxydation. Das ,,7 min-Phosphat“ erreicht aber 
niemals so hohe Werte, wie sie unter H,-Oxydation auftreten. Dafiir tiber- 
wiegt die Bildung von schwer hydrolysierbaren Phosphatverbindungen. 
Das anorganische Phosphat wird gewissermafen ,,fester“ eingebaut. 
Man kann annehmen, da das organische Substrat nicht nur als H-Dona- 
tor, sondern auch als Phosphat-Acceptor fungiert. Bei der Oxydation 
molekularen Wasserstoffs miissen Phosphat-Acceptoren erst unter 
CO,-Fixierung synthetisiert werden. Ein Teil der ,,Phosphat-Energie” 
wird also zu synthetischen Leistungen verbraucht und anorganisches 
Phosphat flieBt in den Phosphorylierungscyclus zuriick. Die bei der H,- 
Oxydation gegeniiber der Oxydation organischer Substrate verminderte 
Phosphataufnahme wird durch diese Interpretation verstandlich. 

DaB bei Vorhandensein organischer Substrate das ,,7 min-Phosphat“ 
niemals die Betrage erreicht wie bei der H,-Oxydation, ist durch die 
Verfiigbarkeit von Phosphat-Acceptoren bedingt. In den organischen 
Sauren liegen nach dieser Vorstellung bereits vorgebildete Phosphat- 
Acceptoren vor. Im Zuge der H,-Oxydation miissen sie erst synthetisiert 
werden. Die unter CO,-Fixation ablaufende Synthese begrenzt die 
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Reaktion und es kommt zu einer ,,Stauung‘‘ von labilem Phosphat. Sind 
Phosphat-Acceptoren im Uberschu8 verfiigbar — bei Gegenwart orge 
nischer Sauren, beispielsweise Bernsteinsdure — so wird die ,,Entladung 
des labilen Phosphats erleichtert und es kommt nicht zu derartigen 
Speichereffekten wie bei der H,-Oxydation. Diese Verhaltnisse pele im 
Schema (Abb. 13) zum Ausdruck gebracht werden. 


Elekironenwanderung 


Flektronenwanderung 


Ho 0, 855 0. 
ADP+ Ph ATP ADP+Ph AJP 
C 0 2 , ph 
Fhosphat-Accepror Phosphar-Accepror 
schwer hydralysterb. Phosphat schwer hydrolysierb, Phosphat 
A B 


Abb. 13. 


A. Im Zuge beider Vorginge, der Oxydation von H, und Bernsteinsaure, en’ 
stehen labile, energiereiche Verbindungen, wahrscheinlich vom Typ der Adenosir 
triphosphorsiure. Wahrend der H,-Oxydation wird ein Teil dieser Verbindunge 
fiir Assimilationsleistungen ben6tigt, wobei anorganisches Phosphat abgespalte 
wird und in den Phosphorylierungscyclus zuriickflieBt. Die CO,-Assimilation reic 
aber noch nicht aus, um Phosphat-Acceptoren in geniigender Menge zur Verfiigun 
zu stellen. Dies fiihrt zu einer ,,Stauung‘‘ von labilem Phosphat (~ Ph), das dah 
unter H,-Oxydation besonders reichlich angetroffen wird. 


B. Bernsteinsaiure (BSS) fungiert sowohl als H-Donator als auch als Phosphad 
Acceptor. Folglich kann das aufgenommene und labil gebundene Phosphat ohne 
Verlust an bereits vorgebildete Phosphat-Acceptoren ,,entladen‘‘ werden. Das Vor- 
handensein von Phosphat-Acceptoren beschleunigt dadurch einerseits den Vorgang 
der Phosphat-Aufnahme, andererseits den Mechanismus der Ubertragung von 
Phosphat vom ~ Ph auf Phosphat-Acceptoren. Der Gehalt an labilem Phosphat 
(~ Ph) bleibt daher hinter dem wahrend der H,-Oxydation angestauten aurick, 
Die angetroffenen Mengen an labilem Phosphat bzw. schwer pd ese 
Phosphat sollen durch die Dicke der Pfeile symbolisiert werden. 


Die Schemata stellen lediglich den Versuch dar, die Unterschiede in der Phos 
phataufnahme und der Anreicherung von energiereichem Phosphat zu deuten, die 
wahrend der H,-Oxydation einerseits und der Nutzung von Bernsteinsiiure anderer- 
seits auftreten. Die Diskussion tiber die Rolle des Kohlendioxyds und den Me 
chanismus der Phosphorylierung wird bis zum Vorliegen weiterer Versuchs: 
ergebnisse zuriickgestellt. 


I 

Die markanten Unterschiede, die in unseren Versuchsanstellungen mi it 
und ohne CO, auftraten, zeigen, daB sowohl unter autotrophen Bedin 
gungen mit H, als H-Donator als auch unter heterotrophen Verhiiltnisser 
eine intensive CO,-Assimilation stattfindet. Die bei Vorhandensein orga, 
nischer H-Donatoren ablaufende CO,-Fixation scheint betrachtlich gréBe 
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zu sein als bei der normalen CO,-Aufnahme obligat heterotropher Organis- 
men. Hydrogenomonas diirfte demnach neben einigen anderen wiederholt 
gut untersuchten Bakterienformen (T'hiobacillus-Arten, Athiorhodaceae) 
ein ausgezeichnetes Objekt fiir die vergleichende Untersuchung der CO,- 
Fixierung im auto- und heterotrophen Stoffwechsel abgeben. Die von 
CALVIN u. Mitarb. (1951) zur Untersuchung des schrittweisen Einbaues 
von CO, ausgearbeitete Methode halten wir einer erfolgversprechenden 
Anwendung fahig. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend der Oxydation von molekularem Wasserstoff durch ruhende 
Zellen von Hydrogenomonas wird anorganisches Phosphat aufgenommen 
und in organische Bindung iibergefithrt. 


2. Die Ermittlung des nach 7, 15, 30 und 180 min langer Hydrolyse 
in 1 n HCl bei 100° C bestimmbaren Phosphats ergab, daB wihrend der 
Wasserstoffoxydation anorganisches Phosphat vorwiegend in die ,,7 min- 
Fraktion* eingeht. Andere Fraktionen erfahren keine nennenswerte Ver- 
anderung. Wahrend der Oxydation molekularen Wasserstoffs wird also 
»energiereiches Phosphat* gebildet. 


3. Von diesem labilen Phosphat ist nur ein Teil TES-léslich. Der iiber- 
wiegende Anteil ist vermutlich an Proteine gebunden. 


4. Auch bei der Oxydation anderer H-Donatoren wie Bernsteinsdiure, 
Brenztraubensiure und Glucose wird anorganisches Phosphat aufge- 
nommen; die Anreicherung an labilem Phosphat tritt aber zugunsten 
der Uberfiithrung in die schwer hydrolysierbare Fraktion zuriick. 

5. Das Vorhandensein von Kohlendioxyd ist fiir die Anreicherung 
von labilem Phosphat durch Knallgasbakterien — bei der Oxydation 
sowohl vonH, als auch von organischen H-Donatoren — eine conditio 
sine qua non. Bei laufendem Entzug der Atmungskohlensaure tiberwiegt 
die Dephosphorylierung. Unter CO,-freien Bedingungen bleibt der Spiegel 
des labilen Phosphats selbst unter H,-Oxydation nicht erhalten, sondern 
sinkt auf den Wert der CO,-freien Luftkontrolle ab. 

6. Wir schlieBen daraus, daB die im Zuge der Anorgoxydation frei- 
gesetzte Energie spezifischer Natur ist und nur assimilatorischen Pro- 
zessen zugute kommen kann. Die Anorgoxydation kann die Atmung nicht 
vertreten. 

7. Werden wahrend der H,-Oxydation neue Syntheseméglichkeiten 
eréffnet, beispielsweise durch Zugabe von gebundenem Stickstoff, so wird 
die Aufnahme anorganischen Phosphats verlangsamt und der Einbau in 
die schwer hydrolysierbare Fraktion tiberwiegt. 

8. Die Phosphorylierung verlauft mit einem fragwirdig kleinen thermo- 
dynamischen Wirkungsgrad. Das P/O-Verhaltnis tiberstieg nie einen 
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Wert von 0,1. Eine Verkleinerung des Qo, (durch Verminderung des po,) 
setzte auch die Phosphorylierung herab. a 
9. Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit den Fragen der An. 
orgoxydation und Photosynthese diskutiert. i 


Fir die Erméglichung der Arbeit und das groBe Interesse an ihrem Fortg 
bin ich Herrn Prof. Dr. K. Morus zutiefst zu Dank verpflichtet. Herrn Tzus 
danke ich fiir die exakte Ausfiihrung eines Teils der analytischen Arbeit. 
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Change of Photosynthetic Activity of Chlorella Cells | 
During the Course of Their Normal Life Cycle. 


By. 
T. NIHEI, T. SASA, S. MryAcHI, K. SUZUKI and H. TAMIYA. 


With 4 figures in the text. 
(Eingegangen am 26. Juli 1954.) 


Previously it has been shown that the cells of Chlorella assume, in the 
course of their growth, two distinct forms possessing widely different 
characteristics (TAMIYA et al., 1953). One form, which is called “dark 
cells”, is smaller in size, richer in chlorophyll content, and stronger in 
photosynthetic activity than the other, which is referred to as “Tight 
cells”. When provided with light and adequate nutrient substances, dark 
cells increase in mass and grow into light cells which in turn divide into 
a number of dark cells. This latter process involves no increase of cell mass 
and occurs only under aerobic conditions, irrespective of whether the cells. 
are in the light or in the dark. The over-all growth process of the algae is 
accomplished by the repetition of the mutual change between these two 
kinds of cells. Thus, it became experimentally possible to separate the 
two essential aspects of growth: the increase in mags and the increase 
in cell number, the former being represented by the change of dark 
cells into light cells and the latter by the transformation of light cells into 
a number of dark cells. ; 

Further investigation on the behavior of the two kinds of cells has 
revealed that the process of their interconversion is accompanied by a 
remarkable change in various aspects of photosynthetic activities, such 
as the ratio of O, evolved and CO, absorbed, the relative quantum 
efficiency and the light-induced capacity of the dark CO,-fixation in the 
sense of CaLvin and Brnson (1948). The object of the present paper 
is to present the results of our observations which have given us further 
insight into the nature of growth process of unicellular algae. 


I. Methods. 


The experimental organism was Chlorella ellipsoidea, and the culture solution 
used was, except where otherwise indicated, of the following composition, per 
liter: KNO,, 5.0 g; MgSO,- 7 H,0, 2.5 g; KH,PO,, 1.25 g; FeSO,-7 H,0, 0.003 g3 
Arnon’s “A5” solution, 1 ml. (ARNON, 1938). 


ee 
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1. Preparation of initial dark cells. 


The alga was grown at 25° C in the oblong flat flask described in a previous paper 
(Tamrya et al., 1953), using 500 ml of culture solution. The culture was constantly 
aerated with air containing 5 per cent carbon dioxide, and illuminated by the light of 
ca. 6000 lux (incandescent lamp) for 5—7 days, after which the light intensity was 
lowered to 200—400 lux and the culture was further continued for 7 days. At this 
stage the algal population was about 5—6 ml packed cell volume per liter, and 
was composed of 90—95 per cent dark cells. 


2. Transformation of dark cells into light cells and vice versa. 


The dark cell-rich culture obtained as above was transferred into 4.5 liters of 
fresh culture solution contained in a flat culture chamber (5.5 liters in capacity) 
having plano-parallel walls (2 cm in distance) made of lucid acrylate resin. The 
chamber was placed in a water thermostat having a glass wall on one side, and 
from out-side of the wall the culture was illuminated—in the direction perpen- 
dicular to the flat wall of the chamber— by twelve reflector flood lamps of 300 watt 
each. The light intensity at the surface of the culture chamber was about 15,000Iux. 
The thermostat was constantly supplied with thermostated water which was 
drained along the surface of the glass wall to prevent the heating of the thermostat. 
The temperature of the culture was thus kept constant at 15°—16° C. During the 
culture, air containing 5 per cent CO, was continuously bubbled through the cell 
suspension, by which the cells were kept evenly suspended in the medium. 

_ The initial algal concentration in the culture was about 0.3 ml packed cell 
volume per liter. With the progress of culture, the dark cells gradually changed 
into light cells, showing increase in both average cell volume and dry weight, but 
without any increase in cell number. At a certain stage, however, the accumulated 
light cells—irrespective of whether in the light or in the dark—suddenly began to 
divide, giving rise to new dark cells (“nascent dark cells”), which was manifest in 
the increase of cell number and decrease in average cell volume!. The time required 
for the initial dark cells to reach the stage of dividing light cells was about 25 to 
45 hours at 15°—16° C. At this stage, the illumination was discontinued and the 
culture was kept in the dark, equally being aerated with CO,-enriched air. Within 
10—20 hours almost all of the light cells divided into “nascent” dark cells. During 
the whole course of the experiment, the algal cells were taken out at certain intervals 
and after washing two or three times with distilled water, their activity of photo- 
synthesis, respiration and the capacity of dark fixation of CO, were determined. 


3. Measurement of photosynthetic and respiratory activities. 


Algal cells were suspended in the nitrogen-free medium described in a previous 
paper (Tamrya et al., 1953), and their photosynthetic and respiratory activities were 
measured at 25° by ‘WARBURG’s ‘Sndirect method” which enabled us to measure 

the uptake and output of CO, and O, separately. The two manometer vessels 
used were 25.3 and 25.0 ml in nelamp.t in which were put 16 ml and 10 ml, respec- 
tively, of the algal suspension containing about 6 cmm (packed cell volume) each of 
algae. The illumination system in the measurement of photosynthesis was the same 
as described previously. The light-saturated and light-limited rates of photosynthesis 
were measured by applying the lights of 20,000 and 300—800 lux, respectively. 

1 Addendum on proof-reading: A similar phenomenon of synchronous growth 
followed by synchronous division of algal cells has been observed by D. von DENFFER 
(Arch. Mikrobiol. 14, 159, 1948) in a diatom Nitzschia palea. 
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4. Measurement of dark C4O,-fivation with and without 
pre-illumination. 


Measurement of dark C“O,-fixation by algal cells was carried out as descri 
by Benson et al. (1949) with some modifications in apparatus!. About 0.1 to, 
0.15 ml (packed cell volume) of algae was suspended in 15 ml of M/100 phosphate: 
buffer of px 7 and placed in the illumination vessel (“lollipop”). In the experiment 
of pre-illumination, the algal suspension, under constant flushing of N,, was illu 
minated from both sides of the vessel with 200 watt Tungsten lamps using absorbing, 
filters of Cu(NH,)SO, solution. The intensity of light on both sides of the vessel was) 
about 10,000 lux each. Illumination lasted for 20 minutes. Immediately after! 
turning off the light, 1.75 ml each of the algal suspension was promptly dispensed| 
in four dark vessels (placed in a circle below the lollipop) which contained 0.1 
each of NaHCO, solution (0.03—0.07 M/lit.). At varying times (15—20 sec., 10, 
20 and 30 min.) after turning off the light, the cells in each dark vessel were killed; 
by introducing into each cell suspension 0.5 ml of the mixture of acetic acid and! 
concentrated hydrochloric acid (4:1). From the solutions thus obtained, 1.7 mii 
each was taken in a small dish of stainless steel, and after being dried by irradiation! 
with an infra-red lamp, the samples were tested for their radioactivity by using ant 
end-window GEIGER-MULLER counter. - | 

The experiment of dark fixation without pre-illumination was carried out in the 
same manner, with the only exception being that the algal suspension in the 
lollipop was kept in the dark for 20 minutes (under constant flushing of N,) before: 
it was dispensed in the dark vessels. j 


a 


5. Measurement of chlorophyll content of algal cells. 


In some instances, the chlorophyll content of algal cells was determined. The: 
method used was the same as reported elsewhere (Tamrya et al., 1953). 


mb anne 


II. Results. a 


1. Change of photosynthetic and respiratory activities 
during the course of cell transformation. 


Of the several experiments which yielded virtually the same results, a: 
typical example is presented in Figs. 1 and 2, in which case the initial 
dark cells changed into fully ripened light cells at about the 28th hour o6 
illumination (temperature : 15°—16°C.). At this stage the light was turned 
off, while the aeration with CO,-enriched air was continued. Then, the 
light cells began to divide and, within about 15 hours, almost all existing 
cells changed into “nascent” dark cells, which was apparent from the 
decrease of average cell volume and increase of cell number. During this 
dark period the cell mass remained practically unchanged. 

As may be seen from Figs. 1 and 2, the transformation of dark cells 
into light cells is accompanied by a remarkable decrease in photosy M4 
thetic activity and a considerable increase in respiratory activity, irre 


weakening of photosynthetic activity in the light cells was manifest mo 


' Details on this apparatus will be reported elsewhere. 
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Fig. 1. Change of photosynthetic and respiratory activities during the course of cell transformation. 
Explanation in text. 
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Fig. 2, Change of photosynthetic and respiratory activities during the course of cell transformation. 
Explanation in text. 
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distinctly in CO,-uptake than in O,-output. This is reflected in the conspic- 
uous change of photosynthetic quotient (0,/CO,) (see Fig. 1 ©), which 
attained as high a value as 3.3 at a certain stage of light cells, while it was 
around unity in dark cells. The maximum value of photosynthetic 
quotient and the minimum value of photosynthetic activity were ob- 
served not at the final stage of light cells, but at a certain stage prior to 
that, when probably the most profound change in metabolic pattern of 
cells would have taken place. 


The change of the rate of endogenous respiration during the course of 
cell transformation is shown in Fig. 1 D and Fig. 2 D. As is clear from 
these figures, the highest value of respiratory rate was observed at the 
final stage of light cells. In contrast to the photosynthetic quotient, the 
respiratory quotient remained always around unity during the whole 
course of the cell transformation (see Fig. 2 C). 


2. Change of the capacity of dark CO,-fixation (with and with- 
out pre-illumination) during the course of cell transformation. 


Using suspensions of typical dark cells and typical light cells of equal 
cell concentration (in terms of packed cell volume), the dark fixation of 
C#O, with and without pre-illumination was measured (temperature: 
25° C.). The results obtained are presented in Fig. 3, from which it may 
be seen: (1) that in respect to the dark C14O,-fixation in the absence of 
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Fig. 3. Comparison of the capacities of dark C40,-fixation, with and without, pre-illumination, 
shown by typical dark and light cells. Abscissa: Time elapsed from CMO,-administration to killing 
of cells. Ordinate: Count of radioactivity of cells (0.01 ml packed cell volume) per minute. 
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pre-illumination, light cells show a remarkably stronger activity than 
dark cells, and (2) that the effect of pre-illumination in enhancing the 
capacity of subsequent dark C!0,-fixation is definitely stronger in dark 
cells than in light cells. These findings are in nice parallelism with the 
previous observation that the two kinds of cells are in a reciprocal relation 
in respect to their activities” 
of photosynthesis and re- 
spiration. 

As may be seen from 
Fig. 3, the curves of C40,- 


‘i 


fixation by pre-illuminated 
cells show, after an abrupt 
upswing to a certain level, 
a gradual ascension with a 
tangent that is practically 
the same as that of the 
curves obtained in the 
absence of pre-illumination. 
By extrapolating this part 
of the curve to the ordinate 
axis, we obtain an inter- 
section which may be re- 
garded as representing the 
capacity of CO,-fixatioz 
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caused by the effect of 
pre-illumination. By usin. 
this method, the capacity 
of the light-induced dank 
CO,-fixation was measure 


at various stages of cel 
transformation. The results. 
obtained are reproduced in 
Fig. 4. ; 
It is apparent from the figure that the capacity in question, which wa 
strong in dark cells (at the beginning of the experiment) rapidly decrease 
during the course of cell transformation, and after attaining a certain, 
relatively steady, low level, it suddenly dropped to almost the zero level; 
then again it suddenly increased to almost the initial strength. Th 
conspicuous drop in the curve corresponds to the climax of ripening of 
light cells and undoubtedly coincides with the stage of the minimum 
photosynthetic rate observed in the previous experiment (Figs. 1 and 2). 
The subsequent rise of the curve may be due to the stronger activity of 
young dark cells formed within the light cells. 


Fig. 4. Change of the capacity of dark Cl40,-fixation of 
pre-illuminated cells during the course of cell transfor- 
mation. Counts of radioactivity per minute given on the 
ordinate are those shown by 0.017 ml packed volume of cells. 


EE 
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3. Elementary composition and the “combustion quotient” 
of the light and dark cells. 


The fact that at a certain stage of light cells the photosynthetic quo- 
tient becomes enormously large, with a decrease in the capacity of photo- 
synthetic CO,-fixation, indicates the occurrence of some profound change 
in the composition of cell materials at that stage. To elucidate this point, 
the light and dark cells were analyzed for their elementary composition 
according to the principle proposed earlier by Tamtya (1935, 1942) in his 
study on the metabolism of fungi. The results obtained are listed in 
Table 1. 


Table 1. Elementary composition and the “combustion quotient” of light and dark cells. 


Light cells Dark cells 
: C 39.31 48.28 
Seen ie H 6.68 | 7.05 
dry sub- O 37.54 29.25 
stance N 8.08 ho 
Ash 8.39 : 7.63 
Elementary com- 
See saad C358 Hy, 23 Os.56 No.¢3 Ca.36 Hy 57 01.98 No.60 
basis) 
Combustion 
quotient 0.985 0.906 


The combustion quotient (CQ) according to Tamiya may be calculated 
by the formula: CQ = 4n,/(4n, + ng — 2n 9 — 3ny), where ng, Ny, No 
and n, are numbers of carbon, hydrogen, oxygen and nitrogen atoms, 
respectively. As was discussed in detail by Tamiya, the magnitude of CQ 
is a measure of the oxidoreductive state of organic substance as a whole, 
the value CQ = 1 indicating the oxidoreductive state equivalent to that 
of carbohydrate, and the values CQ > 1 and CQ < 1 signifying the states 
that are more oxidized and more reduced, respectively, than carbohydrate 
level. Remarkable is the fact that the value of CQ is considerably greater 
(attaining almost the level of carbohydrate) in light cells than in dark 
cells, indicating that the latter are, as a whole, in a much more reduced 
state than the former. This finding conforms satisfactorily with our 
observation given in Figs. 1 and 2. We have shown that the dark cells 
photosynthesize and respire with the O,/CO, quotients that are almost 
unity in both cases. The light cells to be formed by gain of substance 
masses in dark cells must, therefore, have, as a whole, an oxidoreductive 
state similar to that of carbohydrate (CQ = 1). On the other hand, the 
event occurring in the light cells, especially at the stage of their ripening, 
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is the formation of autospores, or the precursor of dark cells, which, as a 
whole, have a composition of a more reduced state than the light cells, 
This reductive event must be accomplished in the light cells by evolution 
of O, in excess of CO, intake, a fact which is manifest in the enormous 
increase in photosynthetic quotient above unity at that stage of trans: 

formation. 


4. Comparison of the two kinds of cells 
in respect to their light-limited photosynthetic rate 
and the relative quantum requirement. 
Using typical dark cells and typical light cells, the chlorophyll content 
of cells was determined, and at the same time the light-limited photo- 
synthetic rate was measured using lights of an intensity below 800 lux, 
where the photosynthetic rate was a linear function ot light intensity. The 
results obtained are summarized in Table 2, where the following nota- 

tions are used: 

§ og and %o,: photosynthetic O,-output and CO,-uptake, respectively. 
in ml per kilolux of light and per hour and gram (dry weight) of cells. 
CO: chlorophyll content in per cent of dry weight of cells. 


4 

3 

Table 2. Chlorophyll content, light-limited photosynthetic rate, and the relative f 
quantum efficiency shown by the two kinds of cells. : 


Chlorophyll Light-limited Relative quantum 
content photosynthetic rate efficiency of photosynthesis 
(C) | 
AO %COz | ao2/C | aG02/C j 


3.34 26.1 26.1 
2.46 18.2 17.7 
Dark | 3.42 31.8 30.4 
cells 6.25 54.4 51.2 
5.64 44.1 41.4 


| avg. 8.2 avg. 7.9 1 
| 
) 


1.61 7.74 4.90 45. 3.0. | 


Light 1.41 6.50 2.95 
cells | 2.05 10.04 6.93 

2.51 8.26 6.82 

| 1.98 7.67 5.87 


As may be seen from the table, both the chlorophyll content (C) an i 
the light-limited photosynthetic rates (%, and %¢o,) are lower in light cells | 
than in dark cells. It should be pointed out that the ratios %,/C and ao,/| 
may be regarded as representing the relative quantum efficiency of phot 
synthesis, in so far as chlorophyll represents the principal factor i 
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causing the light absorption by algal cells. The data given in the table 
show that, on the average, the values of «,/C and o,/C for light cells 
were 1/1.9 and 1/2.7, respectively, of the corresponding values shown by 
dark cells. It may, therefore, be justifiable to infer that the quantum 
requirement of photosynthesis of light cells is about 2—3 times greater 
than that of dark cells. Regarding the minimum quantum requirement 
of photosynthesis, a great controversy is now proceeding among some 
investigators of photosynthesis. We believe that this may be due, at least 
partly, to the difference in proportion of light and dark cells in the algal 
samples used in their experiments. 


I. Summary. 


(1) It was found that the photosynthetic activity of green alga Chlorella 
shows a remarkable change in the normal course of its growth, which has 
been found to be accomplished by the repetition of the mutual change 
between the two kinds of cells referred to as “dark cells” and “‘light cells’’. 

(2) While the dark cells show a photosynthetic quotient (O,/CO,) of 
around unity, light cells give more or less larger values of the quotient. 
At a certain stage in the development of light cells, in which probably the 
most significant formative change of cell organization in forming auto- 
spores takes place, the photosynthetic quotient increases enormously, 
attaining values of more than 3.0. At this stage, the light-saturated photo- 
synthetic rate shown by light cells is only about 1/5 and 1/15 in terms of 
O,-output and CO,-uptake, respectively, compared with that displayed 
by dark cells. 

(3) By the elementary analysis of the cell materials, their “combustion 
quotient’’, in the sense of Tamiya (1935, 1942), was determined, and it 
was found to be 0.91 in dark cells and 0.99 in light cells. This finding was 
explained as being a natural consequence of the difference in magnitude 
of photosynthetic quotient shown by the two kinds of cells. 

- (4) The activity of dark CO,-fixation after the pre-illumination of algal 
cells (in the sense of Cavin and Bzrnson, 1948) was also found to 
diminish considerably during the course of transformation of dark cells 
into light cells. It decreases, although temporarily, almost to nought at the 
ripening stage of light cells. 

(5) In respect to respiration and the capacity of dark CO,-fixation 
without pre-illumination, light cells show several fold stronger activity 
(referred to a unit weight of cells) than dark cells. The respiratory 
quotient (CO,/O,) remains the same, however, being almost equal to 
unity, in both kinds of cells. 

(6) The light-limited rate of photosynthesis as well as the chlorophyll 
content of cells also decreases more or less when the dark cells transform 
into light cells. It was pointed out that the ratio of the light-limited photo- 
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synthetic rate (per unit mass of algal cells and per unit intensity of light) 
to the chlorophyll content of cells may be regarded as representing th 
relative quantum efficiency of photosynthesis, in so far as chlorophyll i 
the principal factor in causing the light absorption by algal cells. Expet 
ments showed that the ratio in question in light cells was only about 
. 1/>—4/ of that shown by dark cells. It was discussed that the controvers 
among investigators of photosynthesis regarding the energetics of photo: 
synthesis may, at least partly, be due to the difference in proportion of 
light and dark cells in the algal samples used in their experiments. — 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


Rinige physiologische und morphologische Beobachtungen 
an Kulturen niederer Phycomyceten 
(Rhizophidium, Phlyctochytrium) *. 


Von 
A. GAERTNER. 


Mit 4 Textabbildungen. 
_ (Hingegangen am 27. Juli 1954.) 


1. Die Herstellung bakterienfreier Reinkulturen. 


Auf die Bedeutung der bakterienfreien Kultur der niederen Pilze haben in 
neuerer Zeit EMMERSON (1950) und im allgemeinen Rahmen auch Sparrow (1951) 
erst hingewiesen, nachdem es HarpER u. S6rGEL (1948), Stiipen (1939), NaBer 
(1939) und Quantz (1943) frither schon gelungen war, eine Anzahl schwer kultivier- 
barer niederer Pilze auf Agar bakterienfrei zu ziehen. Schéne Erfolge hatte auch 
Coucu (1939) mit schwer kultivierbaren Chytridineen; es gelang ihm jedoch nicht, 
Rhizophidium tiber mehr als eine Generation bakterienfrei zu kultivieren, so daB 
er zu dem Schlu8 kommt, da8 diese epi- und endobiotischen Pilze nur in Symbiose 
mit begleitenden Bakterien iiber langere Zeit lebend erhalten werden kénnen, 
wahrend es WHIFFEN (zitiert nach AJgELLO 1948) gelungen ist, Rhizophidium 
carpophilum rein zu kultivieren. Uber Reinkulturen von Phlyctochytrien auf Agar 
konnte in der Literatur nichts gefunden werden. 

Bei Beginn der eigenen Kulturversuche stellte sich heraus, daB auf Agar aus- 
gestrichene Zoosporen sofort von den Bakterien tiberwuchert wurden und iiber- 
haupt nicht zum Wachstum kamen. Das legte die Vermutung nahe, da es leichter 
sein miiBte, die Pilze in ihrem wohl eigentlichen Medium, also Fliissigkeit, bakterien- 
rein zur Entwicklung zu bringen. Es wurde deshalb versucht, mittels Capillar- 
pipette und Mikromanipulator einzelne Zoosporen herauszufangen und sie 
nach mehrmaligem Ubertragen in steriles Wasser zur Anlage von gereinigten Hin- 
sporkulturen zu verwenden. Die Zoosporen hielten diese Manipulation aber nicht 
aus; bei Verwendung von Pipetten unter 10 yu lichter Weite wuchsen sie nicht an, 
obwohl ihre Beweglichkeit zunichst noch schwach vorhanden war. Wurden aber 
weitere Pipetten benutzt, die die Sporen ungeschadigt passierten, so wurden in den 
groBen Tropfen stets Bakterien mit iibertragen. Deshalb wurde versucht, die 
Bakterien mittels Antibiotica auszuschalten. Diese Versuche mifSlangen aber 
yollig. Ehe die auf alle Bakterien wirksame Konzentration erreicht war, stellten 

die Pilze ihre Vermehrung ein, so daB es aussichtslos erschien, hiermit zum Ziel zu 
gelangen. Im einzelnen wurden ausprobiert: Penicillin, Streptomycin, Circulin, 
Terramycin, Actinomycin ©, Resistomycin, Pikromycin und Chloromycetin in ver- 
schiedenen Konzentrationen und in Gemischen dieser Stoffet. 


* Teilergebnis der Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen 
Fakultét der Universitat Gottingen ,,Uber das Vorkommen einiger niederer 
Phycomyceten in Bodenproben aus Afrika, Deutschland und Schweden“. 

1 Herrn Dr. Corrier, Purdue University, Californien, danke ich verbindlichst 
fiir die Zusendung von Circulin, den Herren Professor BRockMANN und Dr. ScuMipt- 
Kastner, beide in Géttingen, fiir die freundliche Uberlassung der tibrigen Stoffe. 
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Bei Phlyctochytrium palustre n. sp. (GAERTNER 1954 IT) gelang es aber, 
iiber die Dauerorgane zu absoluten Reinkulturen zu kommen. De 
erste Schritt bestand darin, die Dauerorgane (vgl. GAERTNER 1954 IT 
mit dem anhaftenden Pollenkorn in 3% Wasserstoffperoxyd in stabi- 
lisierter Form zu desinfizieren. Die Dauerorgane halten diese Behandlung 
bis zu 8 min aus. Dabei wurden die beweglichen Bakterien abgetétet, so_ 
da8 nur noch unbewegliche Sporenbildner zugegen waren. Von den so 
vorgereinigten Kulturen wurden schwarmreife Zoosporangien wiederum 
in Tropfen sterilen Wassers gewaschen und dann in einem weiteren sterile 
Tropfen ausschwirmen gelassen. Diese Zoosporensuspension wurde auf 
Agarplatten (2% Biomalz, 0,25°% Wittepepton und 1% Agar) ausge- 
strichen, auf denen die Zoosporen auch keimten. Die wenigen noch zur 
Entwicklung kommenden Bakterienkolonien lagen weit genug von den 
Pilzpflanzchen entfernt, so da8 mit spitzem, sterilem Platinspatel leicht 
einzelne Pflanzen mit etwas Agar unter dem Mikroskop ausgestochen 
werden konnten, die dann auf neue sterile Schalen einzeln iibertragen’ 
wurden. Hier vermehrte der Pilz sich gut, so daB weiterhin Abstriche zum 
Uberimpfen geniigten. Die so gewonnenen Kulturen stellten alin sia 
Einsporkulturen dar. 

Eine etwas andere Methode wurde fiir Rhizophidium sphaerotheca 
angewandt. Der Pilz stammte aus der Erdprobe einer Baugrube in 
1,80 m Tiefe in Gottingen. Da der Pilz damals noch keine Dauerorgane 
bildete — diese stellten sich erst nach etwa 2 jahriger Kultur gelegentlich 
einmal ein — und da die Zoosporangien sehr empfindlich auf Wasser 
stoffperoxyd reagierten, konnte hiermit nicht vorgereinigt werden. 
Folgender Weg fithrte aber zum Ziel: Mit dem Pilz bewachsene Pollen- 
kérner wurden in sterilem Wasser stark aufgeschiittelt, auf Glassinter- 
fritten G/3 abgesaugt und mehrmals mittels sterilen Wassers ausge- 
waschen. Darauf wurde auf die Masse in dem Trichter eine etwa 4 cm 
hohe Schicht steriles Wasser gegeben und dasselbe langsam in ein 
steriles Reagensrohr tropfen gelassen. Die jetzt ausgeschwirmten Zoo- 
sporen gelangten mit dem langsam durch die Fritte sickernden Wasser in 
das Reagensglas. Diese Zoosporensuspension wurde dann bei 2500 Um. 
drehungen je Minute wahrend 10 min zentrifugiert. Danach hehe 
mittels steriler feiner Pipette vom Grunde des Zentrifugenglases etwa 
1/,cm* entnommen und in ein neues Zentrifugenglas, das mit sterilem 
Wasser gefiillt war, von oben langsam zutropfen gelassen und wiederum 
zentrifugiert. Nach dreimaligem Wiederholen dieser Manipulation 
wurde dekantiert und eine Ose voll vom Grunde des Glases entnommen 
und auf Agar ausgestrichen. Auf diese Weise gelangten etwa 60 Zoosporen. ' 
mit nur 5—7 Bakterien zur Entwicklung, wihrend in der Ausgangslésung 
das Verhiltnis mindestens umgekehrt war und Ausstriche ohne Zentri- 


fugieren sofort eine dicke Schicht beweglicher Bakterien zeigten. ' 
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Der zunichst benutzte Nahrboden (2% Biomalz, 0,25° Pepton Witte, 
1% Agar) war fiir Rhizophidiwm sphaerotheca tiberoptimal. Die Pflanzchen, 
die auf dem Pollen eine GréBe von maximal etwa 40 w erreichen, luxu- 
rierten bis zu einem Durchmesser bis zu 6004 mit bis zu 8 Papillen 
(normale Zahl 1—3 Papillen) und gingen dann zugrunde. Erst als ein 
Nahrboden mit 0,2°% Biomalz, 0,1% Pepton Witte und 0,8% Agar ver- 
wendet wurde, erfolgte in einigen wenigen Fallen normale Entwicklung 
der Pflanzen und normale Entleerung der Sporangien, wobei immer noch 
einzelne Zoosporen sich zu Pflanzen bis zu 100 uw entwickelten. Von diesen 
Kulturen wurde erneut auf den schwach konzentrierten Agar tibergeimpft. 
Am Impfpunkte bildete das einzelne Zoosporangium mit seinem weit 
entwickelten rhizoidalen System einenkleinen, dichten, gelblichen, makro- 
skopisch sichtbaren Fleck, der sich nach Ausschwirmen in Schiiben zur 
Peripherie der Agarplatte hin erweiterte. Nach 10 Tagen hérte weiterer 
Zuwachs bereits wieder auf, und die Kultur muBte iibergeimpft werden, 
sollte sie nicht eingehen. Es gelang durch Hinzufiigen von 1% Carrageen 
zum Nahrboden, wie es HOunxK (1935) fiir Saprolegniaceen angibt, diese 
Zeit auf 20 Tage heraufzusetzen, jedoch muBte dann spatestens iiber- 
geimpft werden, sonst starb die Kultur ab. Der Pilz wurde so wahrend 
21/, Jahren kultiviert. Leider ging die Kultur dadurch, da8 einmal der 
Zeitpunkt iiberschritten wurde, zugrunde, und es war bisher noch nicht 
moglich, aus der Rohkultur, die noch erhalten ist, wieder eine neue 
Reinkultur herzustellen. 

Die gré8ten Schwierigkeiten bereitete Phlyctochytrium n. sp. Rein- 
boldt (RemnpoLtpT 1951, GamRTNER 19541). Alle Versuche, den Pilz 
bakterienrein zu erhalten, schlugen mit den zunaichst verwendeten Nahr- 
biden (2—0,2% Biomalz, 0,3—0,1% Pepton Witte, 1,5—0,8 % Agar) 
fehl: Der Pilz wuchs einfach nicht, oder wenn man Zoosporangien auf den 
Nahragar zum Ausschwirmen bringen wollte, erfolgte der Schwarmakt 
nicht. Darauf wurde zu Pollenagar tbergegangen: Auf eine Petri- 
schale mit noch fliissigem Wasseragar (0,8% Agar in Quellwasser) wurde 
eine kleine Menge (etwa 0,5mg) Pinuspollen gegeben und durch 
Schwenken der wieder geschlossenen Schale auf der Oberfliche gleich- 
maBig verteilt. Nach Erkalten des Agars wurden Zoosporen mittels einer 
Ose vorsichtig ausgestrichen und bei 22° C bebriitet. Nach zwei Tagen 
fanden sich auf der Oberfliche des Agars und auch vereinzelt an den 
Pollenkérnern die ersten sich entwickelnden Zoosporen, nach 5 Tagen 
konnten die ersten Pflinzchen, die in bakterienreinen Raumen lagen, mit 
etwas Agar ausgestochen und einzeln in neue Petrischalen mit Wasser- 
agar und Pollen steril tibertragen werden. Hier machte der Pilz seinen 
vollen Entwicklungsgang durch und konnte so auch von den begleitenden 
Organismen vollig befreit werden. Versuche, den Pilz aufeinem definierten 
Nahrboden zum Anwachsen zu bringen, hatten erst Erfolg, als 0,5% iger 
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Agar mit 0,2% Biomalz und 0,03% Wittepepton verwendet wurde. De 
Pilz wuchs gut auf ihm; er wurde durch Hinzufiigen einiger % Hefe 
dekokt noch besonders geférdert. 

Im Ausstrichverfahren gelang es, noch zwei weitere Pilze von de 
Bakterien zu befreien und dann iber lange Zeitréume in Kultur zu halten 
Phlyctochytrium africanum u.sp. und Phiyctochytrium kniepit n. sp. 
(GAERTNER 1954 II). Uber das dabei angewandte Verfahren ist scho 
berichtet worden (GAERTNER 1954 II). } 

Insgesamt wurden somit 5 niedere Phycomyceten, namlich 4 Phlycto- 
chytrien und 1 Rhizophidium rein kultiviert und tber lange Zeitréume hi 
am Leben erhalten. Dabei wurde die Erfahrung gemacht, da8 di 
allgemein fiir Pilze benutzten Nahrbéden fir diese Arten uberopti- 
mal sind; die Pilze bilden darauf nach anfanglich gutem Wachstunm 
Sporangien, die um das 10- und noch mehrfache gréBer sind als sie 
jemals auf dem natiirlichen Substrat werden kénnen. Diese Riesenpflane 

zen sterben aber meistens vorzeitig ab. Es muB also fiir jeden Einzelfall - 
der Nahrboden abgestimmt werden, wobei die Schwankungen zwischen 
den einzelnen Arten eine Zehnerpotenz betragen kénnen: Phlyctochytri 
palustre gedeiht gut auf 2% Malz und 0,25% Pepton, Phlyctochytriwm 
n. sp. Reinboldt hingegen nur auf 0,2% Malz und 0,03% 7 
zwischen diesen beiden Extremen liefen sich die drei tibrigen Formen 
einordnen. Man darf wohl hoffen, daB weitere Untersuchungen fiir die 
einzelnen systematischen Gruppen bestimmte ernihrungsphysiologische 
Bedingungen aufzeigen werden, die wahrscheinlich weniger quali- 
tativer als quantitativer Natur sein mégen. 

Auch die Menge des der Nahrlésung zur Verfestigung zugesetzten Agars 
spielt eine, wenn auch manchmal untergeordnete Rolle, und zwar auch dann, 
wenn der Agar bei niederen Konzentrationen nicht fest wurde und man. zum 
Ausgleich mehr Agar zusetzte. Um diesem Ubelstand abzuhelfen wurde eine be- 
stimmte Lieferung fiir alle Versuche benutzt, die bereits bei 0,4% anfing, eine 
brauchbare Gallerte zu ergeben. Die Wirkung des Agars scheint in einer festeren 


Bindung des Wassers zu liegen, worauf Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt offenbar 
besonders reagierte. 


2. Formativer Einflup der Reinkultur auf die Pilze. 


Der formative Einflu8 der Nahrbéden und der Abwesenheit von ae 
driickt sich in 2 Punkten aus: a) Veranderungen der einzelnen Pflanze in morpho: 
logischer Hinsicht, b) Veriinderungen im Verhalten der Pflanzen dem natiirliche 
Substrat gegeniiber bei Abwesenheit der Bakterien. ; 
a) Ganz allgemein bedingt die Abwesenheit der Bakterien und die Uber 
tragung auf kiinstliche Nahrbéden eine VergréBerung der Sporangien 
die, wie schon erwihnt, unter Umstinden das Zehnfache und mehr der 
Norm auf dem natiirlichen Substrat betragen kann. Gleichzeitig kann di 
Zahl der Entleerungspapillen an den Sporangien zunehmen, wiihrend 
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ihr Durchmesser allgemein den in der Natur gemessenen Wert bei- 
behalt. Wahrend nun Phlyctochytriwm palustre n. sp. nur mit einer 
sehr geringfiigigen VergréBerung des Sporangiums reagiert (bei einer 
NormalgréBe von etwa 40 u auf 2° Malz um nur 15 uu groBer!) und die 
normale Zahl der Papillen beibehilt, vervielfacht Phlyctochytrium kniepii 
n. sp. schon bei 0,3°% Malz die Zahl der Papillen, so da& statt normaler- 
weise 3—15 bis zu 35 dieser Organellen gebildet werden. 2° Malz lassen 
den Pilz zu einer GréBe von iiber einem halben Millimeter heranwachsen, 
dann aber absterben. Ahnlich liegen die Verhialtnisse fiir Phlyctochytrium 
africanum n. sp.; entsprechend der im Normalzustand geringeren Anzahl 
der Papillen (5) werden hier nur bis maximal 10 ausgebildet, wahrend ihre 
Form aber auf kleine tiipfelformige Scheibchen zusammenschmilzt. Ahn- 
liches gilt fiir Rhizophidiwm sphaerotheca, das bis zu 8 Papillen ausbilden 
kann; hier behalten jedoch die Papillen ihre charakteristisch abgerundete 
Form bei. Ein Extrem in bezug auf Modifikationsfahigkeit stellt Phlycto- 
chytrium n. sp. Reinboldt dar: Wahrend unter normalen Bedingungen 
in den Rohkulturen seine Sporangien morgensternartig sind und die 
Papillen durch Ausstiilpungen der Sporangienwand gebildet werden, die 
durch den Gallertpfropf wie durch einen iiberhangenden Wattestopfen 
verschlossen werden (Abb. 1), veraindert sich die Gestalt bereits bei Aus- 
schlu8 der Bakterien auf dem Wasseragar und Pollen wesentlich. Das 
Sporangium verliert seine morgensternférmige Gestalt unter Beibehal- 
tung der Anzahl der Papillen, so daB es eine fast vollig runde Form annimmt 
(siehe auch Abb. 3 in bakterienreiner Wasserkultur). Diese Variabilitat 
des Pilzes war REINBOLDT bereits bei Zusatz bestimmter Erdausztge 
aufgefallen (REINBOLDT 1951), sie ist in Reinkultur aber stark gesteigert. 
Die GréBe des Sporangiums verhAlt sich bei dieser Art wie bei Phlycto- 
chytrium palustre n. sp. Es wird etwa bis 20 u groBer als unter normalen 
Bedingungen, ohne die Zahl der Papillen merklich zu erhohen. 

Trotz der groBen Variabilitat der Gestalt dieser Organismen scheint 
einerseits der Durchmesser der Papillen an der Basis konstant zu bleiben 
und andererseits die Gro&e der Zoosporen in nur sehr geringen Grenzen 
za schwanken. Genaue Messungen an den Sporen bereiteten allerdings 
bei ihrer hochgradigen Beweglichkeit Schwierigkeiten, eine Reihe von 
Angaben ist aber doch méglich. So bleibt die Lange der GeiBel an den 
lebenden Sporen allgemein sehr konstant (nach Dunkelfeldbeobachtun- 
gen), wihrend durch die Fixierung mittels Osmiumsaure eine Verlange- 
rung der Geifel einzutreten scheint; ferner scheint der Koérperdurch- 
messer der im Wasser schwimmenden Zoosporen einen sehr konstanten 
Wert zu haben. Wohl kommen auch einmal Riesenzoosporen vor, doch 
zeigt die allgemeine Verdoppelung der Zellinhalte, eventuell auch der 
GeiBel, dann an, da sie ihre Herkunft Storungen bei der Zellteilung 
verdanken (vgl. SORGEL 1937). 
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b) Bereits nach der ersten Reinigung von Phlyctochytrium palustre n. sp. 
(= Phlyctochytrium B 45 I bei GAERTNER 1954 I) mittels Wasserstoff. 
peroxyd begann der Pilz mit beginnender Ausschaltung der Bakterien sein 
Verhalten gegeniiber den Pollenkérnern zu verandern. Wahrend er sonst 
in Wasserkulturen auf Pollen streng monophag wuchs, d. h. daB® grund= 
siitzlich nur ein Sporangium auf einem Pollenkorn zu finden war, begant 
er jetzt mehrere Pollenkérner anzugreifen und bildeteanlangen Rhizoide 
das Sporangium frei im Wasser. Diese Erscheinung sei ,, Inter bioti scher 
Wachstumseffekt* genannt. Bei 
Impfung von Agarreinkulturen in 
sterile Aufschwemmungen von Pollen 


Abb. 1. Abb. 2. 7 

Hf 

Abb. 1 und 2. Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt, Kultur in Wasser + Pinuspollen. Monophages 
Wachstum in bakterienhaltiger Kultur. Abb. 1: Sechs Tage altes, reifes, morgensternartiges Spor 

angium mit Papillen. Abb. 2: Nicht ganz reifes Sporangium mit Apophyse a und Rhizoid im Pollenkorn, 


in Wasser zeigte sich, daf alle finf reinkultivierten Pilze bei Ab- 
wesenheit der Bakterien interbiotisch wachsen kénnen (wobei zudem 
die Sporangien 1/, gr6Ber werden konnten als normal). } 

In Abb. 1—4 sind die Verhialtnisse an Phlyctochytrium n. sp. Rein 
boldt dargestellt. Die Abb. 1 und 2 sind Aufnahmen des Pilzes aus mit 
Bakterien verunreinigten Kulturen (monophages Wachstum), Abb. 3 und 
4 siammen aus bakterienfreiem Medium. Hier entwickelt sich der Pilz 
auch auBerhalb des Pollens unter Anschlu8B an mehrere Pollenkérner 
(Abb. 4), oder er durchzieht die ganze Wasseroberfliche mit einem dichten 
Gewir von Rhizoiden — entsprechend der Zahl der einzelnen Pflanzchen 
(Abb. 3). Wo eine Zoospore sofort Anschlu8 an ein Pollenkorn gefunden 
hat, kann der Pilz aber auch normal monophag wachsen mit intramatric 
kalem Rhizoid und Apophyse (Abb. 4 unten rechts). ; 

Die Erklarung dieser Modifikation mag darin zu suchen sein, da® die Bakterien 
unter natiirlichen Bedingungen durch ihren hohen Stoffumsatz die vom Pollen ab- 
diffundierenden Stoffe sofort abbauen und damit deren Konzentration so niedrig 


halten, daB die Zoosporen zwar auf den Herd, namlich das Pollenkorn, chemo- 
taktisch hingelenkt werden, auBerhalb desselben aber nicht zur Keimung gelangen, 


; 


: 


L 
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da die Reizschwelle zur Entwicklung nicht ausreicht. Mit dieser Annahme steht 
die Beobachtung MULLERs (1911) gut in Einklang, da®B die Empfindlichkeit der 
Schwarmer von Rhizophidium pollinis pini (Zopf) (es wird sich héchstwahrschein- 


Abb. 4. 


Abb. 3 und 4. Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt, Reinkultur. Abb. 3: Weitverzweigte Rhizoide und 
Apophyse a im Wasser, Sporangien rund. Abb. 4: Rhizoide in mehreren Pollenkérnern fuBend. 


lich um Rhizophidium sphaerotheca gehandelt haben) den EiweiBstoffen gegentiber 
bei einer Grenzkonzentration von 0,0002% liegt. Erst wenn der Schwarmer den 
Pollen erreicht hat, wird die Entwicklung ausgelést und der Keimschlauch in den 
Herd der gréBten Konzentration gesenkt, namlich in das Pollenkorn selbst. Erfolgt 
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unter den natiirlichen Bedingungen der Anschlu8 an das Pollenkorn nicht, s0 
geht die Zoospore zugrunde und wird von den Bakterien mit abgebaut. 


Diese Beobachtungen zeigen, wie unsicher unsere systematischen 
Gruppierungen noch sind. Wir unterscheiden die Rhizidien einerseits 
und die Rhizophidien und Phlyctochytrien andererseits an Hand ihres 
rhizoidalen Systems. Bei der ersten Gruppe handelt es sich um Organis- 
men mit einem polyphag (interbiotisch) wachsenden, an einer Stelle des 
Sporangiums entspringenden Rhizoidsystem; bei den letzten beiden ist 
die Ernahrung unter natiirlichen Bedingungen monophag, das Rhizoid- 
system eines Pilzes greift immer nur ein Pollenkorn an. Allein eine kleime 
Anderung der Umweltbedingungen — die Ausschaltung der Bak- 
terien — geniigt, um aus ihnen Formen entstehen zu lassen, die man 
von einem Rhizidium nicht mehr unterscheiden kann. 


3. Zur Frage der Dauerstadien. 

Bei Phlyctochytrium kniepit n. sp. sind die normalen Zoosporangien 
in der Lage, eine Austrocknung bis zu drei Monaten (langer wurde nicht 
gepriift) zu titberstehen, wahrend die Zoosporangien von Phlyctochytrium 
africanum n. sp.bereits nach 10 Tagen vélligen Austrocknens kein Leb 
mehr zeigten. Dieser Effekt wurde zufallig entdeckt, als Kulturen a 
Objekttragern, die mit einer diinnen Schicht von Nahragar tiberzogen 
waren, versehentlich eintrockneten, weil sie nicht in feuchten Kammer: 
aufbewahrt wurden. Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt schreitet sogar 
noch nach einjahrigem Eintrocknen zur normalen Entleerung der Spor- 
angien. Dies wurde in der Weise gepriift, das nicht bakterienreine Pollen- 
kulturen langsam eintrocknen gelassen und nach einem Jahr erneut 
wieder mit Wasser iiberschichtet wurden. Die in ihrer Form in Wiser 


Zustande noch gut erkennbaren Sporangien entlieBen nach Wiederan- 
feuchten innerhalb 1—5 Std ihre Zoosporen! Es scheint, daB bei einem 
Teil der Pilze, die keine sichtbaren Dauerstadien bilden, wie z. B. Phiycto- 
chytrium n. sp. Reinboldt, deren Funktion von den vegetativen Spor- 
angien tibernommen wird. In welcher Form Phlyctochytrium Bie | 
n. sp. trockene Perioden iiberdauert, konnte nicht ermittelt werden. Der 
Pilz mu8 aber auch dazu im Erdboden in der Lage sein, denn er konnte 
— wie tibrigens auch manche der SORGELschen Pilze — auch aus stau 
trockenen Béden herauskultiviert werden. Diese Beobachtungen machen 
es verstindlich, dai es im Géttinger Institut hiaufig gelungen ist, aus vor 
mehr als einem Jahrzehnt gesammelten und seitdem trocken in Dosen auf- 

. 

/ 

| 


bewahrten Erdproben noch niedere Phycomyceten herauszukultiviere 


4. Salzkonzentration. 
Bei der Untersuchung afrikanischer Bodenproben konnte eine Anz 
niederer Phycomyceten auch in den Erden der Chotts nachgewieser 
werden (GAERTNER 19541), und zwar einerseits bei Ansiitzen mit Sis: 
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wasser (Quellwasser), andererseits mit Meerwasser von 3,2°/ Salzgehalt!. 
Hierbei konnten zwei Stémme der Gattung Phlyctochytrium isoliert 
werden, die an hohe Salzkonzentrationen besonders angepaBt sind. Auf 
die Tatsache, daB der Salzgehalt das Pilzwachstum nicht véllig unter- 
driickt, ist in neuerer Zeit von Hémnx (1952, 1953) mehrfach hingewiesen 
worden. Es war daher nicht sehr tiberraschend, daB auch in den extrem 
salzhaltigen Boden der Chotts noch Pilze gefunden wurden. Der erste 
Stamm, Ch 3 (bei GAERTNER 19541 unter Phlyctochytrium unbest. ge- 
fiihrt), zeigt in morphologischer Hinsicht eine gewisse Ubereinstimmung 
mit Phlyctochytrium africanum n. sp., unterscheidet sich von ihm aber 
grundlegend — wie unten noch dargelegt werden wird — durch seine 
Resistenz gegen hohe Salzkonzentrationen. Der andere Stamm, NA 9 
(bei GAERTNER 19541 Phlyctoch. sp. [d] genannt), dhnelt in mancher 
Beziehung Phlyctochytrium kniepii n. sp.; bei lingerer Kultur zeigte sich 
aber an der Ausbildung unterschiedlicher Dauerstadien, daB die beiden 
Arten nicht naher miteinander verwandt sind. Ch 3 und NA 9 wurden auf 
Pollen kultiviert und normalerweise in Seewasser (3,2°, Salzgehalt) ge- 
halten. Zum Versuch wurden sie auf 13 verschieden hohe Konzentrationen 
gesetzt, die sich von 6,86% in Stufen von 0,61% abwarts erstreckten. Es 
zeigte sich, daB die mittlere Salzkonzentration von 3,2% fiir diese Pilze 
als optimal angesehen werden muB, da die Pollenkorner bei dieser Kon- 
zentration am schnellsten und mit der gr6Bten Zahl von Zoosporangien 
besiedelt wurden. In den hodheren wie auch in den niederen Konzen- 
trationen stellt sich die Besiedlung erst mit einer gewissen Verzogerung 
ein, wobei die niederen Konzentrationen, ab 0,76%, und reines Wasser 
nur sehr sparlich besiedelt wurden, wahrend die hohen Konzentrationen, 
wenn sie tiberhaupt noch befallen wurden, ein Gedeihen der Pilze zwar 
sehr verzégert, aber doch noch im vollen Umfange zulieBen. Die obere 
Grenze fiir Phlyctochytrium sp. Ch 3 liegt bei 6,25% Salzgehalt, die 
obere Grenze fiir Phlyctochytrium NA 9 bei mindestens 6,86%. Dem- 
gegentiber liegt die obere Grenze fiir Phlyctochytrium africanum n. sp. 
bei nur 1,37% und fiir Phlyctochytrium kniepw n. sp. etwas hoher, bei 
2,39%, also fiir beide noch unterhalb der Seewasserkonzentration. Ahn- 
liche Verhaltnisse konnte Hoéunx fiir Olpidium maritimum (HOHNK 
1953) nachweisen, obgleich diese Art aus dem Wattschlick der Nordsee 
stammt. 
5. Konkurrenz mit héheren Pilzen. 

Unter in Nordschweden gesammelten Erdproben befand sich eine, 
die direkt unter einem groBen Fruchtkérper von Boletus scaber ent- 
-nommen worden war. Sie enthielt neben unbestimmbaren unseptierten 


1 Fir die freundliche Ubersendung eingeengten Seewassers (6,86% Salzgehalt) 
danke ich Herrn Dr. W. Hoéuwnx, Institut fiir Meeresforschung, Bremerhaven, 
vielmals. 
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Hyphen Karlingia rosea. Um die Frage nachzupriifen, ob die Armut ar 
niederen Phycomyceten in der lapplindischen Birkenwaldregion (HAR- 
DER 1954, GAERTNER 1954 1) etwa auf den dort sehr verbreiteten Birken= 
pilz zuriickzufiihren sein kénnte, wurden drei deutsche Moorproben an 
verschiedenen Stellen bei Bederkesa, Bez. Bremen, unter Fruchtkérpern 
von Boletus scaber entnommen. Bereits der erste Ansatz brachte fiir alle 
drei Proben eine so reiche Auswahl an Pollenpilzen (Rhizophidium, 
Phlyctochytrium und Rhizidium neben Karlingia rosea), daB diesem 
Problem so nicht weiter nachgegangen zu werden brauchte. 
In der Folge wurden aber noch PreSsafte von Fruchtkérpern des 
Boletus scaber und von Birkenblittern zur Kulturflissigkeit gegeben und 
ihr Einflu8 auf 10 verschiedene Staimme von Pollenpilzen untersucht. Hs 
zeigte sich nirgends eine hemmende Wirkung der PreBsafte auf die niederen 
Pilze, so da8 die Birken und ihr Mykorhizapilz Boletus scaber nicht fur 
das Fehlen der Pollenpilze in den nicht landwirtschaftlich genutzten 
Flachen der nordischen Gefilde verantwortlich sein kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Methoden werden geschildert, mit denen es gelungen ist, eine 
Anzahl niederer Phycomyceten bakterienfrei zu ziichten. 

2. Durch die Reinkultur treten habituelle Anderungen an den Pilzen 
auf; vor allem werden unter natiirlichen Verhiltnissen monophag wach= 
sende Arten in polyphage verwandelt, was auch in systematischer Hin- 
sicht wichtig ist. q 

3. Bei Untersuchung des Verhaltens bei Austrocknung ergab sich 
unter anderem, daB die normalen Sporangien einer bestimmten Phiycto- 
chytrium-Art nach einjahrigem Eintrocknen bei Wiederbefeuchtung noch 
Zoosporen entlassen kénnen. . 

4. Bei zwei Phlyctochytrien aus Salzgebieten wurde Resistenz gegen 
sehr hohe Salzkonzentrationen (mehr als 6°% Seesalz) festgestellt ; ne 
Arten waren empfindlicher gegen hohe Salzkonzentrationen. 

5. Die Seltenheit der niederen Pilze in lapplandischen Boden kann 
nicht auf der groBen Haufigkeit des Mycels von Boletus scaber in den 
arktischen Birkenwald-Béden beruhen. | 


Herrn Professor Dr. Harpur danke ich fiir das rege Interesse, das er dem Fort= 
gang der Untersuchungen entgegengebracht hat. | 
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(Aus der Staatlichen Bakteriologischen Untersuchungsanstalt Mitinchen 
und dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen.) 


Untersuchungen iiber die Morphologie und die 
Vermehrung der pleuropneumonie-ahnlichen Organisme) 
und der L-Phase der Bakterien. 

I. Lichtmikroskopische Untersuchungen*. 


Von 
GERTRAUD KANDLER und OTTO KANDLER. 


Mit 23 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 31. August 1954.) 


Seit der Entdeckung, daB die Bakterien in einen Zustand tibergehe 
k6nnen, in dem sie dem Erreger der Pleuropneumonie der Rinder morpho 
logisch gleichen, riickt eine Gruppe von Mikroorganismen, die ee 
ten pleuropneumonie-ahnlichen Organismen (pleuropneumonia-like orga- 
nisms = PPLO) in den Vordergrund des mikrobiologischen Interesses. 

KLIENEBERGER (1935) fand in Kulturen von Streptobacillus moniliz 
formis kleine, atypische Kolonien, die aus rundlichen, unregelmaBigen 
Kérperchen von 0,3 bis mehrere  Durchmesser bestanden. Sie b .- 
safen groBe Ahnlichkeit mit dem von Nooarp u. Roux (1898) ts 
deckten Erreger der Rinderpleuropneumonie und dem von BripRf u. 
DonatrIen (1923) aufgefundenen Erreger der Agalaktie der Schafe und 
Ziegen. Beide Erreger sind zwar auf zellfreien Nahrmedien kultivierbar, 
passieren aber bakteriendichte Filter und wurden daher auch als Vireg 
(Tange u. Mitarb., 1935) bezeichnet. 

Zunachst nahn KLIENEBERGER (1935) an, daB es sich bei den von ihr 
entdeckten Kolonien um ahnliche Organismen handelte, die als Sym- 
bionten mit Str. moniliformis vergesellschaftet sind, und nannte sie zu- 
nichst L,. Sie konnte diesen Stamm auch isolieren (KLIENEBERGER, 
1936) und mehrere Passagen weiter kultivieren, aber es gelang ihr nicht, 
Str. moniliformis véllig von den Symbionten zu reinigen. DIENES 
(19394) und Dawson u. Hossy (1939) gelang dann der Nachweis, dai 
es sich bei L, nicht um einen Symbionten, sondern um eine Wuchsform 
von Str. moniliformis handelte. In der Folgezeit fand Drmnus (1939 b, 
1939c, 1941, 1944, 1946a, 1946b) auch bei vielen anderen Bakterien, die 
zum Teil schon lange als pleomorph bekannt waren, ahnliche Wuchs- 
formen. Sie werden seither als L-Formen, L-Varianten oder L- Phasen 


* Herrn ‘Ministerialdirigent i i. R. Professor Dr. Gustav Semrert in Verehrung 
und Dankbarkeit zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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bezeichnet. Der als Umwandlung (transformation) bezeichnete Vorgang 
des Ubergehens von der Bakterienphase in die L-Phase, sowie die Riick- 
umwandlung konnten in neuerer Zeit laufend beobachtet und photo- 
graphiert werden (Drenzs u. Smiru, 1944; Srempen u. Huronrnson, 
1951; v. Prirrwitz u. GAFFRON, 1953). 


Wahrend die zuerst entdeckten L-Phasen spontan (Drmnxs, 1942), vorwiegend 
in den Gruppen der Parvo- und Enterobacteriaceae aufgetreten waren, konnten 
Drenes (1946b, 1949), Dimnes u. Mitarb. (1950a) und Dimnzs u. ZAMECNICK 
(1952) eine Reihe von auBeren Bedingungen angeben, unter denen viele Bakterien 
in die L-Phase tibergehen; so z. B., wenn junge, bewegliche Organismen verschie- 
dener Stamme aufeinandertreffen, wenn Kalteschocks oder ungiinstige Konzen- 
trationen verschiedener Stoffe (Carboxylamin, Aminosauren, verschiedene Salze) 
auf die Bakterien einwirkten oder auch unter dem Einflu8 von Antikérpern und 
Bakteriophagen. Bereits 1942 hatte Pierce beobachtet, daB die L-Phase von 
Str. moniliformis gegen Penicillin resistent ist, aber erst DrEnzs (1949) gelang 
dann der Nachweis, daf Penicillin mit gréBter Sicherheit den Ubergang ver- 
schiedener Bakterien in die L-Phase auslést. Werden die Bakterien nicht langere 
Zeit auf penicillinhaltigen Nahrbéden in der L-Phase gehalten, so verwandeln sie 
sich auf penicillinfreien Nahrbéden wieder in die klassische Bakterienform zuriick. 
Nach vielen Passagen auf Penicillin, wird jedoch auch ohne Penicillin die L-Phase 
beibehalten. Beim Ubergang in die L-Phase verlieren pathogene Bakterien ihre 
Pathogenitét und gewinnen sie wieder zuriick, wenn sie sich zuriickverwandeln 
(TuLasne, 1953). Die gute Reproduzierbarkeit der Umwandlung mit Hilfe von Peni- 
cillin erméglichte in den letzten Jahren eine umfangreiche experimentelle Unter- 
suchung dieses erstaunlichen Phanomens, das auch schon Lounts (1922) vorgelegen 
haben mag, als er seine Symplasmatheorie entwickelte. 

Uber die Bedeutung der L-Phase bestehen die verschiedensten hypothetischen 
Ansichten. OzRSKov (1942) und Heriman (1941a, b) betrachten sie als Involutions- 
bzw. Degenerationsformen, womit allerdings das oft iippige Wachstum der L- 
Phasen schwer vereinbar ist. Dr=nES u. WEINBERGER (1951) sprechen ihnen eine 
eventuelle genetische Funktion zu und bezeichnen die spontane Umwandlung als 
RegenerationsprozeB. Auch als primitiver Sexualvorgang wird die Umwandlung 
angesehen (KLIENEBERGER-NOBEL, 1949, 1951; SmirH, 1944) oder man verglich 
die L-Phase mit den haplontischen Formen der Hefen (DreNnEs, 1946a). Wegen 
der hohen Vitalitat der L-Phasen lehnt TuLASNE (1951) deren degenerative Natur 
ab und sieht in ihnen auf Grund ihrer hohen Resistenz gegen Bakteriengifte Re- 
sistenzformen der Bakterien gegen verschiedene chemische und physikalische 
Hinfliisse. 

Kurz nach der Entdeckung von L, wurden auch eine Reihe von pleuro- 
pneumonie-ahnlichen Organismen isoliert, die bis heute noch nicht auf 
Bakterien zuriickgefiihrt werden kénnen und daher als unabhangige 
Organismen angesehen werden miissen. 


KiIENEBERGER u. STEABBEN (1937) fanden PPLO in entziindeten Lungen von 
Ratten, SaBrn (1941a) in den Atmungswegen von Mausen; SHOETENSACK (1934) 
bei einem staupekranken Hund, Epwarp u. Mitarb. (1947) im entziindeten Genital- 
trakt unfruchtbarer Rinder. Die ersten PPLO aus Menschen isolierte SEIFFERT 
(1937b) aus Sputum, spater Drmnzs (1940) aus dem weiblichen Genitaltrakt, wo 
sie haufig als Kommensalen vorkommen. Morton u. Mitarb.(1951) fanden PPLO 
in Mund- und Rachenhdéhle des Menschen. Nach dem Erreger der Rinderpleuro- 
pneumonie und der Agalaktie wurde nur noch ein einziger pathogener Stamm 
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dieser Organismen bei Ratten gefunden (FrypLay u. Mitarb., 1939), wo er P 
arthritis hervorruft. Viele PPLO kommen bei Nagetieren vor (SaBIN, 1941 a). 


Diesen aus Sdugetieren isolierten Staémmen werden allgemein 
sogenannten saprophytischen Stémme gegeniibergestellt, die ohne er-) 
kennbaren Zusammenhang mit anderen Organismen in sich zersetzenden 
organischen Materialien vorkommen. 


SEIFFERT (1937a, b) konnte durch Filtration von Komposterdeaufschwemmui 
gen, die er einige Tage mit Starkelésungen versetzt stehen gelassen hatte, PPLO. 
Stamme gewinnen und LarpLaw u. ELForD (1936) ziichteten ahnliche Organism: 
aus dem Londoner Kanalwasser. Weitere Angaben iiber Isolierung von PPLO 
Staémmen aus der freien Natur fehlen bis heute; SznrrertT+, der zahlreiche Bod 
proben verschiedenster Herkunft auf PPLO untersuchte, konnte nur dann a | 
Ergebnisse erzielen, wenn die Proben mit Urin und Faeces verunreinigt ware 
dagegen nie aus natiirlichem Waldboden oder Rasen. 


Die morphologische Ahnlichkeit zwischen L-Phasen und PPLO i 
zweifellos sehr groB und KLIENEBERGER hielt urspriinglich den von ihr 


isolierten Stamm L, fiir einen PPLO-Stamm, wie bereits erwahnt. : . 

Tuxasne (1951, 1953) halt die PPLO iiberhaupt nicht fiir eigene Organismal 
sondern lediglich fiir stabile L-Phasen, deren Bakterienvorfahren man nicht kennt+ 
da die Umwandlung schon am natiirlichen Standort erfolgt ist und deren Kultur- 
bedingungen fiir eine Riickumwandlung noch nicht bekannt sind. Allerdings gelang 
es bisher nicht, eine serologische Verwandtschaft mit den tiblichen Bakterien- 
stémmen zu finden. Dies ist bei den L-Phasen und ihren zugehérigen Bakterien- 
formen nach Drenus u. Mitarb. (1950b) und WEINnBERGER u. Mitarb. (1950) még, 
lich. DrenEs u. WEINBERGER (1951) behaupten, da eine morphologische Unter-+ 
scheidung zwischen PPLO und L-Phasen nicht méglich ist und daB die von 8 
(1941a) gegebene Definition fiir die Pleuropneumoniegruppe auch fiir die L-Phase 
zutrifft. Sie sehen in den PPLO eine Parallele zu den Fungi imperfecti, bei dener: 
auch nur eine Wuchsform bekannt ist, wahrend die andere, die zur onsen 
systematischen Einordnung wichtig ware, noch fehlt. 


Oxrskoy (1942) und Freunpr (1950) lehnen dagegen eine Tdontitt 
von L-Phase und PPLO ab. 


Auch Epwarp (1954) warnt vor einer zu starken Betonung der Ahnlichkeiter 
zwischen diesen beiden Organismengruppen und weist auf wesentliche Kolonie: 
unterschiede hin. Im gleichen Sinne auBert sich auch KirenEBERGER-NoBBE 
(1954). Eine Beziehung zwischen PPLO und L-Phase ware méglicherweise gleich: 
bedeutend mit einer Beziehung zwischen den Bakterien und den groBen Viren der 
Psittakose-Lymphogranuloma-Gruppe, denn die Ahnlichkeit der PPLO mit dieser 
Virusgruppe ist von vielen Autoren hervorgehoben worden (SEIFFERT, 1937 a 
Ruska u. Poppz, 1947; LizpERMEISTER, 1953). 


Versuche zur systematischen Eingliederung der PPLO sind im Laufe 
der Jahre wiederholt unternommen worden. 


Tane u, Mitarb, (1935) schreiben tiber den Erreger der Pleuropneumonie:,,. . i: 
it is considered as an organism it is more a fungus than a bacterium . .“« Sapm 
(1941a, b) betrachtet die PPLO als von den Bakterien grundsatzlich verschiodlal 
und weist ihnen eine eigene Klasse der Paramycetes zu, LEDINGHAM (1933) méchte 


* Freundliche persénliche Mitteilung. 
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den Erreger der Pleuropneumonie in die Familie der Actinomyceten stellen und 
TURNER (1935) schlug die neue Ordnung der Borrelomycetales (nach BorREL, der 
als erster den Pleuropneumonie-Erreger naiher beschrieb) vor. Drenns (1945) sieht 
in den PPLO eine Zwischenform zwischen den kleinen gram-negativen Bakterien 
und den grofen Viren der Psittakose-Lymphogranuloma-Gruppe. Im wesentlichen 
betrachtet er sie als Bakterien, die sich durch Spaltung vermehren kénnen, und in 
die Nahe der Gattungen Pasteurella und Hemophilus gehéren. Neuerdings lehnen 
Drenes u. WEINBERGER (1951) eine Zusammenfassung der PPLO in eine eigene 
systematische Hinheit tiberhaupt ab, da sie in ihnen nur stabile L-Phasen ver- 
schiedener Bakterien sehen. Dagegen fassen Ruska u. Popp (1947) die grofen 
Viren und die PPLO in eine gemeinsame Gruppe von Organismen, die sogenannten 
Cysticeten, zusammen, von denen die Viren nur die parasitischen Formen der frei- 
lebenden Gruppen sind. Epwarp (1954) betrachtet die PPLO als eine Gruppe sehr 
urspriinglicher Organismen, von denen sich die Bakterien ableiten lassen und die 
bis heute bestehen geblieben sind. Im iibrigen fordert er aber erst eine genauere 
Klarung des Verhaltnisses zwischen L-Phasen und PPLO, bevor eine endgiiltige 
systematische Einordnung erfolgen kann. 


Trotz der zweifellos groBen theoretischen Bedeutung, die den PPLO 
auf Grund ihrer Mittelstellung zwischen Bakterien und groBen 
Viren zukommt, besteht heute weder tiber deren Morphologie noch 
deren Vermehrungsweise Klarheit. 


Von verschiedener Praparationstechnik ausgehend wurden Kugeln, Blasen, 
Faden, Cysten, Stabchen usw. beschrieben, deren Genesis aber véllig unklar ist. 
Mehrere, meist komplizierte Vermehrungscyclen wurden schon beschrieben (LE- 
DincHaAM, 1933; Tane u. Mitarb., 1935; KiIENEBERGER u. Smiues, 1942; Drenzs, 
1945; Freunpt, 1952a). Man hat Vermehrung durch Segmentation und Ent- 
leerung von Granula (KLIENEBERGER u. SmiLEs, 1942), durch Knospung (Tane 
u. Mitarb., 1935; LeprneHam, 1933), durch Zweiteilung und Bildung von bacillen- 
formigen Organismen in cystenartigen Koérpern (Dienzs, 1945), oder Vermehrung 
durch Mycelbildung (FREUNDT, 1952a) zu beobachten geglaubt. Sogar Sexual- 
yorgange sind beschrieben worden (WROBLEWSEI, 1931). Allen diesen Aussagen 
iiber die Vermehrung ist gemeinsam, daB sie sich auf Kinzelbeobachtungen meist 
gefarbter Praparate stiitzen, und nicht auf mikrophotographische Serienaufnahmen 
wachsender Organismen. Daher werden auch in den neuesten Zusammenfassungen 
(LinpERMEIsTER, 1953, BoreL, 1951; PortscHKs, 1954) mehrere Vermehrungs- 
arten als méglich erachtet. 

Eine neuere Untersuchung (GERBER, 1953) iiber die Vermehrung der PPLO sieht 
wegen der Uneinigkeit, die durch Heranziehung der verschiedenen Formen zur 
Klarung der Vermehrungsweise entstand, iiberhaupt von der mikroskopischen 
Beobachtung ab und beniitzt indirekte Methoden, wie Keimzahlbestimmung und 
Streuung der heranwachsenden Flissigkeitskulturen. Auf Grund des stufenweisen 
Ansteigens der erhaltenen Kurven kommt Grrser zu dem SchluB, daf es sich um 
einen multiplen Zerfall, ahnlich wie er auch bei Viren vermutet wird, handelt. Doch 
sollte die mikroskopische Beobachtung zumindest parallel zu indirekten Methoden 
stets herangezogen werden, wenn endgiiltige Aussagen gemacht werden sollen. So 
werden immer wieder Serienaufnahmen iiber die Vermehrung der PPLO von ver- 
schiedenen Autoren (EDWARD, 1954, PorTscHKE, 1954, PuLvERTAFT, 1952) gefordert. 
Besonders notwendig scheint auch die Einbeziehung der L-Phasen in diese Unter- 
suchungen zu sein. 

Ziel vorliegender Arbeit war es, durch mikroskopische Unter- 


suchungen sowohl an L-Phasen, als auch an PPLO-Staémmen, die einer- 
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formen zu liefern. Dabei wurde besonderer Wert auf fortlaufende Mik 
photographien von Mikrokulturen gelegt, die durch schematisierenc 
Zeichnungen ergainzt wurden. . 

Im Rahmen dieses Arbeitsprogramms wurden auch elektronenmikre 
skopische Untersuchungen an Flissigkeitskulturen ausgefiihrt, die eben 
falls auf die Erfassung verschiedener Entwicklungszustande der PPLO 
ausgerichtet waren und in Fortsetzung dieser Mitteilung erscheiner 
werden. 


Material und Methodik. S| 
m: 4 


Zur Verfiigung standen die Abwasserstémme Laidlaw A und B, der aus Ko 
erde von SEIFFERT (1937a) isolierte Stamm L, ein von Frypuay isolierter Stam m1 
aus Mausen (als ,,Findlay“ bezeichnet) sowie ein von SEIFFERT aus Urin isolierte 
Stamm. AuBerdem eine Reihe weiterer von SHrrreRt isolierter Staémme verschie 
dener Herkunft, die aber im Gegensatz zu den alteren PPLO-Staémmen nicht dure 
Filtration sondern durch Beniitzung penicillinhaltiger Platten gewonnen wurde 
Damit kann die Méglichkeit, da es sich um L-Phasen handelt, nicht ganz ausge 
schlossen werden, obwohl die Kolonien von Anfang an die Form typischer PPLO 
Kolonien besaSen und nicht die ,,Rauhformen“ der L-Phasen zeigten. Die letzte: 
Stimme wurden allerdings nur vergleichsweise herangezogen und in der yi 
liegenden Arbeit nicht eingehender beschrieben. Weiterhin wurde ein Stamm 
Erregers der Rinderpleuropneumonie! benititzt. 
An L-Phasen stand eine durch Srtrrert mit Hilfe von Penicillin umgewand 
Kultur von Bacterium proteus (Stamm: Dimnus 52) zur Verfiigung, die auch ohne 
Penicillinzusatz nicht mehr in die Bakterienform zuriickschlagt. Ferner eine I 
Phase von Choleravibrionen, die wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. : 
(StraBburg) verdanken. ; 
Als Nahrmedium diente 1%iger Fleischwasser- -Pepton- Agar mit 10—20% 
Pferdeserum bzw. Ascitesfliissigkeit (py 7,4—7,8) oder ein von SHIFFERT e 
wickelter Nahrboden folgender Zusammensetzung: 0,5% Pepton Merck aus Fleisch! 
(tryptisch verdaut), 0,2% Glucose, 0,594 Hefeextrakt (Cenovis, Miinchen), 0, 
NaCl, 0,2% K,HPO,, 10—20% Pferdeserum oder Ascitesfliissigkeit und 0,7—1, 
Agar. Dieser im folgenden als S-Agar bzw. S-Bouillon bezeichnete Nahrboder 
gewahrleistete ein sehr regelmaéBiges Wachstum. Penicillin wurde in den meister 
Fallen nicht zugesetzt. | 
Mikrokulturen zur Beobachtung der Vermehrung im Phasenkontrastmikroskop 
wurden in folgender Weise angesetzt (vgl. PonrscuKE 1952): in einer diinnwandiger 
Petrischale wurde eine diinne Schicht gut geklarten Agars ausgegossen, mit dent 
Spatel beimpft und dann eine Stelle mit einem Deckglas bedeckt. Um das Hine 
trocknen zu vermeiden, wurde die iibrige Agarflache mit Paraffin iiberschichtet une 
dann eine Stelle unter dem Deckglas i im Mikroskop betrachtet. Da die PPLO una 
L-Phase anaerob ebensogut wie aerob wachsen, waren keine Vorkehrungen 
Luftzufuhr notwendig. Bei Beniitzung des ZeiB-W-Statives muBte mit geringerss 


1 Fiir die Uberlassung bzw. Besorgung der angefiihrten Stimme sind wir Herr: 
Ministerialdirigent i. R. Prof. Dr. Gustav Seiffert zu Dank verpflichtet, 
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Schichtdicke gearbeitet werden. Es wurde dann eine diinne, beimpfte Agarschicht 
zwischen 2 Deckglaser eingeschlossen und so unter das Mikroskop genommen. 

Die Mikrophotographien wurden entweder mit der Winkel-ZeiB-Aufsatzkameta 
6/4 x 9 unter Verwendung von Silbereosinplatten oder mit einer Leica-Aufsatz- 
kamera bzw. Retina II mit Mikroaufsatz unter Verwendung von Isopan FF 10/10 
Filmen gemacht. Dabei stand entweder die Phasenkontrasteinrichtung von Winkel- 
ZeiB oder bei Beniitzung des W-Statives von ZeiB die entsprechende Kinrichtung 
von Zeif zur Verfiigung. 

Die gefarbten Praparate wurden allgemein nach der von KLIENEBERGER u. 
SMILES (1942) vorgeschlagenen Agarfixationsmethode angefertigt, da nur diese 
eine méglichst naturgetreue Darstellung der sehr hinfalligen Organismen liefert. Die 
Fixierung erfolgte allerdings nicht mit dem Bournschen Gemisch sondern mit 2% 
Chromsiure bzw. Osmiumdampf. Nach dem Fixieren wurden die Praparate griind- 
lich gewaschen und 30 min bei 35° C mit Gremsa-Lésung gefarbt. 


Morphologie der Kolonien und Einzelorganismen. 


Bereits bei den ersten morphologischen Beschreibungen des Erregers der Rinder- 
pleuropneumonie durch Borpet (1910) und Borret u. Mitarb. (1910) wurde auf die 
eigenartige Polymorphie dieser Organismen hingewiesen. Nach Sasin (1941a) ist 
fiir die Pleuropneumoniegruppe kennzeichnend, daB als Formelemente Kugeln, 
Ringe, Faden und kleine filtrierbare Elementarkérperchen vorhanden sind. Die 
kleinsten reproduktiven Einheiten haben nach Filtrationsversuchen von LarpLaw 
u. Exrorp (1936) und Etrorp (1938) sowohl bei dem Pleuropneumonieerreger, 
als auch bei den Abwasserstimmen einen Durchmesser von 0,125—0,175 su. SETF- 
FERT (1937b) bestimmte bei den aus Komposterde isolierten Staémmen ebenfalls 
einen Mindestdurchmesser der kleinsten Teilchen von 0,15 w. 


Einigkeit herrscht bei den verschiedenen Bearbeitern der PPLO dar- 
tiber, daB diese Organismen auBerordentlich polymorph sind. Dagegen 
stellen die verschiedenen Autoren unterschiedliche Strukturen in den 
Vordergrund der Betrachtungen und schreiben dann diesen Strukturen 
besondere Bedeutung innerhalb der Entwicklung dieser Organismen zu. 


Drenes (1945), der hauptsachlich L-Phasen von Bakterien, die ganz ahnliche 
Strukturen aufweisen, untersuchte, sieht in den einzelnen Formen mehr oder weniger 
deutliche Bakterienstrukturen. Er spricht von staébchenférmigen, bacillenahnlichen 
K6rperchen, die in gréBeren blasigen Gebilden (large bodies) entstehen sollen. 
FReunpDT (1952a) betont das Vorhandensein von fadigen Strukturen, die er als 
Mycel bezeichnet, das echte Verzweigung aufweisen soll. Dagegen betrachten KLIENE- 
BERGER u. SminEs (1942) groBe, granulagefiillte Kérperchen als besonders bedeut- 
sam und deuten die fadigen Strukturen als Artefakte, die bei der Praparation 
entstanden seien. Diese groBen Kérperchen deutet aber FREUNDT (1952b) seiner- 
seits als Degenerationsformen, die bei ungiinstigen Nahrbodenbedingungen, z. B. 
Ansauerung durch Glucosevergirung, auftreten kénnen. 


Diese Widerspriiche, die sich durch zahlreiche weitere Beispiele er- 
ganzen lieBen, machen es zu Beginn jeder Bearbeitung der PPLO und 
der L-Phasen notwendig, an den eigenen Staémmen eingehende morpho- 
logische Betrachtungen anzustellen. Dabei wurde in dieser Arbeit be- 
sonders der Abhangigkeit der verschiedenen Strukturelemente von den 
Nahrbodenbedingungen Beachtung geschenkt. Wahrend frither eine mikro- 
skopische Beobachtung ungefarbter Organismen praktisch unmdoglich 
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war, steht seit einigen Jahren im Phasenkontrastverfahren eine aus-_ 
gezeichnete Methode zur Lebendbeobachtung auch dieser kleinsten | 
noch sichtbaren Organismen zur Verfiigung. So konnten die Unter: ; 
suchungen sowohl mit diesem Verfahren, als auch mit Hilfe von ge- . 
fairbten Priiparaten und mit dem Elektronenmikroskop durchgefiihrt | 
werden (letztere siche Teil 2 dieser Mitteilung). 

Auf 1% Nahragar mit 20° Pferdeserum hat die PPLO-Kolonie ein | 
Aussehen (Abb. 1), das von allen Autoren iibereinstimmend als typisch | 


Abb. 1. ,,Findlay“‘ auf 1% Agar, Abb. 2. ,,Findlay* auf 2% Agar, 
schriige Beleuchtung, VergréBerung 110 x. schrige Beleuchtung, Vergréferung 110 x. 


angesprochen wird, Sie ist rund, hat einen Durchmesser von 0,1 bis: 
0,6 mm und besitzt ein dichtes Zentrum und einen durchscheinendeni 
Hof. Bei verschiedener Einstellung des Mikroskops kann man fest- 
stellen, daB das Zentrum einerseits kuppenformig erhaben, anderseits 
aber kegelformig in den Nahrboden eingesenkt ist. Dagegen stellt der 
Hof nur eine diinne, flache Auflage auf den Agar dar. Bei schragen 
Beleuchtung kommt die Gestalt der Kolonie besonders deutlich zum 
Ausdruck (Abb. 1). Gelegentlich kommt es vor, dai benachbarte Ko, 
lonien zusammenflieBen, wie ebenfalls die Abb. 1 zeigt. Ubergie&t man 
die Kulturen mit Wasser, so lésen sich die Rinder von den Kolonien al! 
und schwimmen hiufig auf der Flissigkeitsoberfliche, wihrend die 
Zentren am Agar haften bleiben. 


Auf alteren Platten treten oft einzelne Riesenkolonien auf, derer 
Durchmesser ein Mehrfaches der Normalkolonie betragen kann. Dabe: 


ist im wesentlichen der Rand stark entwickelt, waihrend das Zentrum 
nur wenig vergrORert ist. 
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Es wurde urspriinglich vermutet, daB es sich eventuell um verschiedene Stamme 
handeln kénnte, die sich in ihrer Koloniegré8e unterscheiden. Es wurde daher 
wiederholt getrennt von kleinen und von Riesenkolonien abgeimpft. In beiden 
Fallen ergaben sich aber Kolonien normaler GréBe mit wenigen eingestreuten 
Riesenkolonien. Es mu8 daher angenommen werden, daB es sich doch nur um unter- 
schiedliche Ernahrungsbedingungen handelte. Hierfiir spricht auch die Tatsacbe, 
da8 diese Riesenkolonien meist am Plattenrand auftraten. 


Ganz allgemein ist die KoloniegréBe sehr vom Nahrboden abhangig, 
wie genauere Abmessungen zeigten. 


Abb. 3. ,,Findlay“ auf 0,5% Agar, Abb. 4. ,,Findlay* auf 0,3% Agar, 
schrige Beleuchtung, Vergr6Berung 110 x . Phasenkontrast, Vergroferung 110 x. 


Es war im Laufe der Zeit aufgefallen, daB einzelne Stamme kleinere, andere 
gréBere Kolonien bildeten, und es war zu hoffen, daB die KoloniegréBe wenigstens 
in beschranktem MaBe zur Unterscheidung einzelner Stamme herangezogen werden 
kénnte. Daher wurden die verfiigbaren Staémme wiederholt auf Nahrbéden gleicher 
Kochung ausgespatelt und nach 2 Tagen an mehreren Hundert Kolonien die Durch- 
messer gemessen. Zwischen den einzelnen Versuchsserien ergaben sich aber so groBe 
Schwankungen, daB keine klare Reihenfolge der KoloniegréBen fiir die einzelnen 
Stamme festgelegt werden konnte. 

Lediglich der aus Urin isolierte Stamm lieferte in allen Fallen die 
geringsten Mittelwerte der Koloniendurchmesser, so da er durch dieses 

-Merkmal von den iibrigen Stémmen unterscheidbar war. 

Weiterhin wurde beobachtet, daB die in Abb. 1 wiedergegebene Form der Kolo- 
nien stark verindert wurde, wenn dem Nahrboden mehr oder weniger Serum zuge- 
setzt worden war. Bei naherer Untersuchung stellt es sich heraus, daB dies nicht 

durch das Mehr oder Weniger an Serum, sondern lediglich durch die Verdiinnung 
des Agars bewirkt wird. 

Erhéht man die Agarkonzentration auf 2%, so erhalt man stark ge- 
wolbte Kolonien mit sehr kleinem Zentrum, wie sie Abb. 2 zeigt. In 
extremen Fallen kann die Ausbildung des Zentrums ganz unterbleiben. 

Das Wachstum ist auf so hoch konzentrierten Agarnahrbdéden allerdings 
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erheblich verlangsamt. Umgekehrt kommt es auf sehr weichem Agar 
(0,5°%) nicht mehr zur Ausbildung der Randzone, sondern es entstehen 
nur kleinere, unregelmaBige und rauhe Kolonien, die den Zentren der 
Normalkolonien entsprechen, wie Abb. 3 zeigt. Ahnliche Kolonien er- 
geben sich auch auf 1% Agar bei sehr dichter Beimpfung der Platten, 
Verringert man den Agargehalt weiter auf etwa 0,3%, soda der Nahr: : 
boden schon halbfliissig ist, so kommt | 


granulierten Massen, wie sie in Abb.4 | 
) dargestellt sind. Dies ist bereits | 


Abb. 5. Briiunliche Kolonien der Proteus-L- Phase, Abb. 6. ,, Wabige* Oberflichenstruktur der 
schriige Beleuchtung, VergréBerung 80 x. Proteus-L-Phasen-Kolonien, schrige Beleuchtung, , 
VergréBerung 110 x. : 


; 
Flissigkeitskulturen, wo sich nach etwa 20 Std. eine homogen erschei-. 
nende Triibung einstellt. 


Im Gegensatz zur typischen Form der PPLO-Kolonie stellen die 
L-Phasenkolonien meist unregelmaBige, briiunliche Haufen dar (Abb. 5),. 
die auf festeren Naihrbédden ebenfalls kompakter sind als auf weichen. 
In keinem Fall konnte jedoch eine ahnlich typische Gliederung in| 
Zentrum und Rand wie bei den PPLO beobachtet werden. Die Ober-: 
fliiche der L-Phasenkolonie ist auBerdem oft rauh und wabig strukturiert: 
(Abb. 6), was wahrscheinlich auf der Einlagerung von Lipoidtropfen, 
vermutlich Cholesterin, beruht (PARTRIDGE u. KLIENEBERGER, 1941), 
Ein weiterer Unterschied zur PPLO-Kolonie besteht in der erheblich 
groBeren Ausdehnung. Die L-Phasenkolonien kénnen mehrere Millimeter 
gro und fiir das freie Auge deutlich sichtbar werden. Abgesehen von 
den Riesenkolonien macht sich bei den PPLO nur die Gesamtheit der 
Kolonien als opalescierende Auflage bemerkbar. 
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Bedeckt man die Kolonien mit einem Deckglas und betrachtet die 
Rander mit der Phasenkontrastoptik, so ergibt sich ein auffallender 
Unterschied zwischen PPLO- und L-Phasenkolonie. Die PPLO-Kolonie 
besteht aus einer wenig kontrastgebenden Masse, in der kleine, dunkel 
erscheinende Granula eingelagert sind. Wegen der groBen Schichtdicke, 
die bereits am Rand herrscht, kénnen sie in der natiirlichen Lagerung 
nicht ganz scharf abgebildet werden (Abb.7). Bei den L-Phasen hingegen 
erkennt man sehr groBe Blasen, die mit Lipoiden angefiillt sind und 
zwischen denen sich als kontrast- 
reiche Korperchen die eigentlichen 
Organismen befinden (Abb. 8). Diese 
Wabenstruktur war sowohl bei der 


Abb. 7. ,,Zaidlaw A‘, Kolonierand, Abb. 8. Protews-L-Phase, Kolonierand, 
Phasenkontrast, Vergr6Berung 1500 x. Phasenkontrast, Vergr6Berung 1500 x. 


L-Phase von B. proteus, als auch bei der von V. cholerae stets vorhanden, 
wahrend sie bei den PPLO-Stémmen unter Normalbedingungen nicht 
auftrat. 

Die Einzelelemente einer Kolonie lassen sich am besten untersuchen, 
wenn man sie auf einer diinnen Agarschicht auf einem Objekttrager aus- 
streicht und mit einem Deckglas bedeckt. LIEBERMEISTER (1953) gibt an, 
daB durch das Auflegen des Deckglases bereits Deformationen herbei- 
gefiihrt werden. Dies kann in der Regel nicht zutreffen, denn die Un- 
ebenheiten der Agaroberfliche sind gegeniiber den geringen Dimensionen 
der PPLO so gro&, daB diese dazwischen bei weitem Platz finden. Dies 
sieht man schon daran, da® die meisten Teilchen noch Brownsche 
Molekularbewegung zeigen oder von Mikrostromen unter dem Deckglas 
hin und her bewegt werden. Fiir langere Beobachtungen wurde der Agar 
auBerhalb des Deckglases entfernt und das Ganze mit Paraffin um- 
randet, um Austrocknung zu vermeiden. Bei dieser Préparation treten 
mit groBer RegelmaBigkeit Bilder auf, wie sie Abb. 9 zeigt: kugelige 


ao 
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Gebilde verschiedener GréBe, die unterschiedlich starken Pha 
kontrast geben und vielfach zu traubigen Verbanden vereinigt 8 
Fadenbildungen konnten in gréBerem Umfang weder bei den PPL 
Staimmen noch bei den L-Phasen 
beobachtet werden. Lediglich 


Abb. 10. ,,Laidlaw A“, auf 2% Agar, 
Phasenkontrast, VergréBerung 1500 » . Phasenkontrast, Vergré6Berung 1500 x. 


kiirzere, streptokokkenahnliche Aneinanderreihungen kontrastreiche: 
Punkte innerhalb eines sehr flauen Fadens waren haufiger. 

Wiihrend auf 1° Agar die Einzelkérperchen nur 0,5—1,0 u 
sind, erreichen sie auf 2% Agar erheblich gréBere Dimensio 
(Abb. 10). In diesen Teilchen sind ; 
dann auch dichtere und weniger 
dichte Stellen zu unterscheiden. 
Diese Bilder entsprechen mehr 
der Erscheinungsform der L-Pha- 
sen, bei denen die Teilchen, wie 


Abb. 11. Proteus-L-Phase, Phasenkontrast, 
VergréBerung 3400 x. 


Abb. 12. ,,Findlay, 2 Tage alt, auf 1% Agar, 
Giemsapriparat, VergréBerung 1400 x. 
auch schon in Abb. 8 ersichtlich ist, erheblich gréB8er und variabler s 
kénnen als die der PPLO. In derartig groBen Kérperchen sind gelegent 

lich sehr deutlich einzelne Grana zu sehen (Abb. 11), die in eine we 
kontrastgebende Substanz eingelagert sind. Es ist jedoch nichts vo 
einer Membran zu erkennen. 
Ganz entsprechende Formen wie die Phasenkontrastbeobacht 
zeigen auch die mit Chromsiure fixierten und mit Giemsa aa 
. 
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Praparate: auf den Praparaten von 1% Agar wiederum kleine, runde 
Teilchen, manchmal in Reihen angeordnet (Abb. 12). Eine junge Kolonie 
zeigt hier sch6n sehr kleine, nicht mehr scharf abbildbare Granulierung 


Abb. 13. Proteus-L-Phase, 2 Tage alt, auf 1% Agar, Giemsapriiparat, VergréfRerung 1400 x . 


in schwach farbbarerer Grundsubstanz. Es ist offensichtlich, da® sich 
die stark farbbaren und die guten Phasenkontrast ergebenden Struk- 
turen entsprechen. Ein entsprechendes Bild der L-Phasen (Abb. 13) 
zeigt deutlich die erheblich gréfere Schwankung in der GréBe der 
Einzelteilchen, sowie die absolut gréReren Dimensionen. 


Abb. 14. ,,Findlay‘, 2 Tage alt, auf 2% Agar, Giemsapraparat, Vergréferung 1400 x. 


Auf 2° Agar kénnen aber auch die PPLO erhebliche Dimensionen 
erreichen und sogenannte ,,large bodies“ bilden, wie Abb. 14 zeigt. 
Ganz entsprechend wie der hier verwendete Stamm ,,Mindlay“ ver- 
hielten sich auch alle anderen PPLO-Stamme, wenn sie auf festen Agar 


geimpft wurden. Der gleiche Effekt trat ein, wenn man 1% Nahragar 


| ate Cally 
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3°/, Maltose oder 2°% Glucose zusetzte. Bei nur 1% Zuckerzusatz konn- 
ten jedoch die groBen Formen nicht beobachtet werden. Aus diesen Ver- 
suchen ist zu schlieBen, da die von KLIENEBERGER u. SMILES (1942) i in 
den Vordergrund geriickten ,,large bodies‘ lediglich anormale Entwick- 
lungszustiinde sind, die nur unter ungiinstigen Wachstumsbedingungen 
auftreten und mit den Involutionsformen der Bakterien vergleichbar 
sind. Kommen sie rechtzeitig wieder unter giinstige Bedingungen, sc 
sind sie in der Lage sich weiter zu vermehren. Ist dies aber nicht der 
Fall, so gehen sie oft unter Vakuolisierung zugrunde. Regelmifig. 
gleichgiiltig welchen Nahrboden man verwendet, treten die groBen 
Korperchen jedoch bei den L-Phasen auf, wo sie ebenfalls als ein in- 
volutives Element aufgefaBt werden kénnen. Es ist denkbar, daB did 
bisher verwendeten Nahrbéden fiir die L-Phasen nicht optimal sind 
und daB Verbesserung der Nahrbodenverhaltnisse zur vollkommener 
Konvergenz von L-Phase und PPLO fihren wiirde. Dafir spricht be- 
sonders ein Befund von SrirFeRt!, dai bei Zusatz von Hithnerembryo- 
nalextrakt zum Nahrboden L-Phasen von B. proteus die typische 
PPLO-Kolonieform annahmen und auch im Praparat keine wabige 
Struktur mehr zeigten. Damit sind PPLO und L-Phasen morphologisek 
tatsichlich nicht mehr unterscheidbar. 


Zusammenfassend laBt sich auf Grund der morphologischen Unter, 
suchungen sagen, da in den von uns beniitzten PPLO-Staémmen nun 
2 Formelemente auftraten: kontrastreiche bzw. stark farbbare, rundd 
Granula und eine flaue, wenig fiirbbare Grundsubstanz, die diese Granule 
entweder zu mehr oder weniger traubigen Verbiénden zusammenschlofk 
oder in kurzen Ketten vereinigte. ,,Large bodies“ traten nur unter un: 
giinstigen Wachstumsbedingungen auf. Bei den L-Phasen waren steté 
neben kleinen auch groBe Korperchen vorhanden, die mit blasiger 
Gebilden, vermutlich Lipoidtropfen (nicht fairbbar mit Giemsa), zu 
wabigen Strukturen angeordnet waren. Eine Mycelbildung, wie si¢ 
FrEUNDT (1952a) beschreibt, oder Bacillenformen, wie sie DreNnEs 
(1945) erwaihnt, konnten weder bei PPLO noch bei L-Phasen bemerkt 
werden. Kine deutliche Membran wurde weder bei den Granula: 
noch den grofen Kérperchen beobachtet. Dagegen traten haufiger 
runde Koérperchen auf, bei denen eine breitere Randzone starker gefirbt 
war, so daB das Gebilde ringférmig erschien. Dabei war der » Ring 
vielfach nicht homogen, sondern schien aus mehreren Grana zusammen) 
gesetzt, die wegen der geringen GréBe nur nicht sauber auflésbai 
waren. Die Morphologie der PPLO ist demnach bei weitem nicht s¢ 


kompliziert und vielfaltig, wie es beim Studium der Literatur zuniichs’ 
erscheint. 


' Persénliche Mitteilung. 
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Die Vermehrungsweise der PPLO und L-Phasen. 


Kine Klarung, wie es zu den traubigen Verbanden bzw. den strepto- 
kokkenahnlichen Strukturen kommt, war durch Untersuchung der Ver- 
mehrungsvorgiinge zu erwarten. 

Dazu wurden in der beschriebenen Weise Mikrokulturen angelegt. Die geringe 
GréBe des Objekts lieB die photographische Wiedergabe der einzelnen Stadien von 
vorneherein schwierig erscheinen, soda8 hierfiir im wesentlichen nur Teilchen von 
festerem Agar, die gréSere Dimensionen erreichen, verwendet wurden. In Abstanden 
von 20—30 min wurden dann Aufnahmen gemacht, aus denen die Bilder heraus- 
gesucht wurden, die gegentiber den vorhergehenden einen erkennbaren Fortschritt 
des Wachstums zeigten. Die in den folgenden Abbildungen zusammengestellten 
Bildausschnitte zeigen also jeweils ein und dasselbe Teilchen in fortlaufender Ent- 
wicklung. Zwischen den Aufnahmezeiten wurden die Objekte laufend beobachtet 
und die Veranderungen auch zeichnerisch festgehalten. Bei der direkten Beobach- 
tung war wegen der Moglichkeit verschiedener Hoheneinstellung des Mikroskops 
in vielen Fallen ein erheblich klareres Bild zu gewinnen, als es die photographische 
Aufnahme vermittelt. Die wichtigsten Entwicklungsstadien sind parallel zu den 
Photos durch unabhangig von diesen, direkt vom Objekt angefertigte Zeichnungen 
erganzt. 

In Abb. 15a ist in 12 Bildern die Entwicklung von einigen sehr 
kontrastreichen, relativ scharf begrenzten Teilchen zu einer sehr diffusen, 
kontrastarmen Masse mit sehr feinen, nicht mehr scharf abbildbaren 
Granula dargestellt. Es sind Teilchen des Stammes ,,Laidlaw A‘, der 44 
Std auf 1,5°, Agar gewachsen war. Die oben erwahnte gelegentliche 
Vakuolisierung eines groBeren Teilchens ist in Bild 1—3 an dem in 
Abb. 15b durch einen Pfeil (6) angemerkten Koérperchen gut zu sehen. 
Auch im letzten Bild, nach etwa 20 Std. ist in der stark herangewachsenen 
Masse an dieser Stelle noch ein heller Fleck, eben dieses vakuolisierte 
Teilchen, zu erkennen. 

Im iibrigen zeigen die Teilchen als Anzeichen des beginnenden Wachs- 
tums eine starke Auflockerung und ein VerflieBen der urspriinglich 
klaren Konturen. In der sich aufhellenden Grundmasse werden einzelne, 
unscharfe Granula sichtbar. Die Grundsubstanz, vermutlich das Plasma, 
flieBt dann an einzelnen Stellen pseudopodienartig vor (Abb. 15b, 
Pfeile c), und in diesen Ausbuchtungen bilden sich erneut Granula 
(Abb. 15b, Pfeile a), die allerdings erheblich kleiner sind als die ur- 
spriinglichen, kontrastreichen Kérperchen. Das weitere Wachstum der 
Plasmaauswiichse erfolgt dann in der Regel auch in den Agar hinein, so daB 
es sehr schwierig wird, die Vorgiinge zu verfolgen. Bei flacher Einstellung 
erscheint das Gebilde weitgehend leer, wie in den Bildern 9, 10, 11, 
wahrend bei tiefer Einstellung distinkte dunkle Granula, aber keine Um- 
risse der Gesamtmasse zu sehen sind. Das mit gréBerem zeitlichen Ab- 
stand aufgenommene Bild 12 ist bei etwas tieferer Hinstellung erhalten 
worden. Dieser feingranulierte Zustand, in dem die Granula vielfach 


unter der Sichtbarkeitsgrenze liegen, ist die fiir gut wachsende Kulturen 


Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 21. 13 
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typische Form, wie sie auch in Abb. 12 dargestellt ist. Durch die 
farbung kommen in diesem Bild die Granula allerdings etwas besser zur 
Abbildung. 


Abb. 15. a ,,Laidlaw A“ fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teilchen. Aufnahme 
zeiten: Bild 7:12.00 Uhr; 2: 12.30 3: 12.45; 4: 13.25; 5: 14.00; 6: 14.15; 7: 14.45; 8: 15.00; 9: 15, 
10: 16.20; 11: 19.00; 12: 9.30 (niichster Tag); Vergréferung 1200 x. 6 Zeichnungen zu a. 


Mikroskops sichtbar wurde. Dieses Gebilde, das wie ein mehrkernig: 
Plasmodium wirkt, ist in der Lage, seine Gestalt aihnlich wie eine Am6b¢ 
zu verdindern, wobei immer mehr dichte Stellen, die wir im folgenden 
Vermehrungszentren nennen wollen, auftreten. KiLIENEBERGER 
Suites (1942) konnten entsprechende Grana mit HCl-Giemsa firben. 
woraus sie den SchluB zogen, daB es sich um kernihnliche Substanzen 


Morphologie und Vermehrung der pleuropneumonie-ahnlichen Organismen. I. 193 


handelte. SrrrrertT berichtete schon 1937, daB die Kompost-Stamme 
positive Feulgenreaktionen geben. Analog den neueren Vorstellungen 
uber die Kernverhialtnisse bei den Bakterien darf man vielleicht auch 
in unserem Falle in diesen Grana Kerniquivalente sehen, doch wollen 
wir vorlaufig den neutraleren Ausdruck Vermehrungszentrum beniitzen, 
der nur ausdriicken soll, daf& von diesen Stellen der Neuzuwachs aus- 
geht, wie auf den verschiedenen Abbildungen immer wieder zu sehen ist. 


Nach etwa 7 Std hat das Teilchen einen Zustand erreicht, in dem 
deutlich 5 Vermehrungszentren zu unterscheiden sind. Sie sind stirker 


Abb. 16. a ,,Laidlaw A‘, fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teilchen. Aufnahme- 
zeiten: Bild 1: 11.00; 2: 11.45; 3: 13.00; 4: 13.05; 5: 13.45; 6: 14.00; 7: 15.00; 8: 18.00. VergréBerung 
1200 x. b Zeichnungen zu a Bild 9 am nachsten Tag. 


als zu Beginn individualisiert und nur durch eine sehr kontrastarme 
Zwischensubstanz verbunden. Erst nach insgesamt 30 Std erfolgte eine 
schwache weitere Auskeimung (Abb. 16b, Bild 9), die aber photo- 
graphisch nicht mehr erfaf&t werden konnte. Vergleicht man den Zu- 
wachs innerhalb der ersten 7 Std des in Abb. 16a dargestellten Teilchens 
mit dem von Abb. 15a, so ergibt sich ein deutlicher Unterschied. Mit 
der geringen Wachstumsgeschwindigkeit des ersteren ist eine erhebliche 
VergréBerung der Vermehrungszentren verbunden, wahrend bei den 
rasch wachsenden Teilchen wesentlich feinere Strukturen auftreten. 
Darauf wird auch bei anderen Beispielen noch hinzuweisen sein. 

Das Auskeimen eines Teilchens, wie es in Abb. 16 als Endstadium 
erhalten wurde, zeigt Abb. 17a, b. Wahrend im Inneren die Verhiltnisse 
durch gegenseitiges Verschieben der Vermehrungszentren unklar werden, 
erkennt man das Auswachsen eines Plasmafadens, in dem sich wieder 
neue Vermehrungszentren bilden, sehr gut. In Bild 8 (Pfeil) der Abb. 17a 
tritt anscheinend ohne Verbindung mit der Hauptmasse ein kleiner 
Punkt auf, der nur das Ende eines sehr diinnen ,,Pseudopodiums” dar- 
stellt. Von der apikalen Substanzanhiufung, dem neugebildeten Ver- 


mehrungszentrum wiichst der Faden gewinkelt weiter. Entsprechende 
13* 
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Bildungen erfolgen nach allen Seiten, und da die neuen Vermehrungs- 


zentren erneut nach verschiedenen Seiten auskeimen, kommt es nach 


stadien der Entwicklung. Man kann sie vielleicht mit Zellen héherer 
Pflanzen vergleichen, die ihre Kernsubstanz vermehren, ohne noch Zell- 
teilungen ausfiihren zu kénnen. Sie werden dann polyenergid oder, we 
auch die Kernteilung gehemmt ist, polyploid. 

Aus Abb. 18 geht deutlich hervor, da die Fadenbildung nicht etwa. 
ein eigenes Formelement ist, und daB man nicht sagen kann, da® die 
Vermehrung durch Mycelbildung erfolgt, wie Frrunpt (1952a) annimmt,. 
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Uberall dort, wo ein Knick im Faden auftritt, ist auch ein Ver- 
mehrungszentrum zu erkennen und die ,,Verzweigungen“ sind besser 
Gabelungen zu nennen, weil sie durch bipolare Auskeimung eines Zen- 


Abb. 18. a ,,Laidlaw A“ fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teilchen. Aufnahme- 
zeiten: Bild 7:11.40; 2:12.05; 3:14.30; 4: 15.00; 5: 16.00; 6: 9.00 (nichster Tag). Vergréf8erung 
1200 x. 6 Zeichnungen zu a. 


trums entstehen. So sind die Faden in keiner Weise ein Mycel, sondern 
Reihen von Vermehrungszentren bzw. unvollstindig abgeschniirte, 
durch Sprossung auseinander hervorgegangene Individuen. 


Abb. 19. ,,Findlay‘, fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teilchen. Aufnahmezeiten: 
Bild 1: 9.00; 2: 9.30; 3: 9.55; 4: 10.35; 5: 10.55; 6: 11.20; 7: 12.30; 8: 14.25. VergroBerung 1200 x. 


Ob es zu einem fadenformigen Wachstum wie in Abb. 18 oder zu 
om mehr flachigen Wachstum kommt, ist vermutlich nur eine Frage 
des physikalischen Zustandes der naichsten Umgebung des wachsenden 

Sreilchens: Abb. 19 zeigt die multipolare Keimung zweier Teilchen. Mit 

] 


» 
: 
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zahlreichen kleinen ,,Pseudopodien“ vergréBern sich die jungen Kolonien 
nach allen Seiten, und in vielen Fallen sind die apikalen Substanz 
anhaufungen, also die neuen Vermehrungszentren, zu sehen. Von ihnen 
aus erfolgt dann die weitere Entwicklung, die aber wegen der zunehme 
raumlichen Ausdehnung nicht mehr photographisch verfolgt werden 
kann. 


zunichst kontrastarmen Plasmaschlauch vor, in den dann Substanz 
(Kernaiquivalent?) einwandert. Die Spitze schwillt an und die Zwischen- 
substanz wird zuriickgebildet. Als Endergebnis liegen 2 weitgehend ge- 

trennte Organismen vor. An diesem Beispiel wird besonders klar, daf 


ai 


is 


Abb. 21. Micrococcus candicans, fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teilcher 
Aufnahmezeiten; Bild 7: 11.30; 2: 11.40; 3: 11.50; 4: 15.00. VergréGerung 12000. 


es sich bei der Vermehrung der PPLO um eine Sprossung und nicht 
um eine Zweiteilung wie bei den Bakterien handelt. Wie letztere bei Ver. 
wendung der gleichen Methodik aussieht, zeigt Abb. 21. Dabei wurde 
Micrococcus candicans inMikrokultur genommen und ebenfalls mit Phasen- 
kontrast laufend photographiert. Es ergeben sich die typischen Bilder 
fiir die Zweiteilung. 

AuBer den Stimmen Laidlaw A und Findlay, von denen hier Ab 
bildungen angefiihrt wurden, wurden auch einige andere Stiimme sowie 
der Erreger der Rinderpleuropneumonie in gleicher Weise untersucht. Es 
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ergaben sich in allen Fallen die gleichen Verhiltnisse. Es konnte immer 
nur ein Auskeimen der Teilchen in die verschiedensten Richtungen 
beobachtet werden, jedoch niemals ein Platzen von gréBeren Korper- 
chen unter Freisetzung von Granula. Die einzige bei den PPLO beob- 
-achtete Vermehrungsweise ist demnach die Knospung. Sie erklart auch 
befriedigend die verschiedenen in den Praparaten aufgefundenen Formen 
und Strukturen. 

In ganz entsprechender Weise wurden auBerdem die L-Phasen von 
B. proteus und V. cholerae auf ihre Vermehrungsweise untersucht. Abb. 22 


Abb. 22. a@ L-Phase yon Vibrio cholerae, fortlaufende Phasenkontrastaufnahmen wachsender Teil- 
chen. Aufnahmezeiten: Bild 1:13.00; 2: 13.25; 3: 14.30; 4:16.00; 5:17.00. VergréBerung 1200 x. 
b Zeichnungen zu a. 


zeigt ein groBeres Teilchen, das durch das Ausspateln offensichtlich aus 
dem Gesamtverband herausgelést wurde und in einem gefarbten Pri- 
parat als mafig farbbares ,,large body“ mit dunkler gefarbten Granula 
an der Peripherie erschienen ware. Seitlich an dem Teilchen sitzt ein 
Lipoidtropfen an. Dieser Tropfen wird vom Plasma umflossen, wobei 
sich die Vermehrungszentren weiter verdichten, und in den nachsten 
Bildern ist deutlich zu sehen, daf von diesen Stellen aus die Weiter- 
entwicklung erfolgt. Wie bei den friher gezeigten PPLO-Serien werden 
zuerst pseudopodienartige Vorstiilpungen gebildet, die dann an der 
Spitze kontrastreicher werden. Die zum Teil sehr feinen fadigen Aus- 
wachsungen konnten auf dem Photo allerdings nicht mehr scharf ab- 
gebildet werden, da sie nicht mehr alle in der gleichen Ebene lagen. 


Abb. 23 zeigt das gleiche Verhalten. Einige relativ groBe kontrast- 
reiche Teilchen liegen um 2 Lipoidtropfen gruppiert, verlieren in den 
nachsten Stunden ihre scharfe Begrenzung und umflieBen die Tropfen. 
Es kommt an der Peripherie wiederum zu Gabelungen der Plasma- 
masse mit Substanzanhaufungen an den neuen Plasmafronten. Die 
zentraleren Teile des Plasmas vakuolisieren schlieBlich, wobei aber 
coffensichtlich noch eine diinne Plasmaschicht erhalten bleibt, so dal die 
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einzelnen Vacuolen nicht ineinander verflieBen, sondern eine wabi ge : 
Struktur liefern, wie sie im Zentrum des letzten Bildes zu erkennen ist 
Auch bei den 2 anderen auf den Bildern erkennbaren Teilchen erfolg ; 
in der Beobachtungszeit lebhaftes Wachstum in entsprechender Weis e. 
Gegeniiber den PPLO ergibt sich nur der Unterschied, daB eine viel 
stirkere Vacuolisierung alterer Teile auftritt, was zu wabigen Struk 
turen fihrt. Dieser Vorgang ist bei den PPLO selten (Abb. 15) und tritt 
in staérkerem Mae nur bei ungiinstigen Nahrbodenverhaltnissen auf, 


Aufnahmezeiten: Bild 7:12.00; 2:12.20; 3: 18.00; 4: 18.80; 5: 15.30; 6:16.15; 7: 17.10; 8: 18.155 | 
9: 20.05; 10: 23.00. VergréBerung 1200. 


| 
Die Untersuchung der L-Phase von B. Proteus lieferte dieselben 
gebnisse wie die von V. cholerae. Weitere Aufnahmeserien iiber die Ver 
mehrung von L-Phasen und auch von PPLO sind in der Dissertation der 
naturwiss. Fakultét der Universitat Miinchen 1954 von G. KANDLER| 
enthalten und kénnen dort eingesehen werden. : 


Diskussion der Ergebnisse. 

Fassen wir die Eindriicke, die wir aus zahlreichen kontinuierlichen: 
Beobachtungen der Vermehrung der PPLO und L-Phasen mit Hilfe des 
Phasenkontrastverfahrens gewonnen haben zusammen, so ergibt sich 
folgendes Bild: Kin rundes, kontrastreiches Koérperchen von rund 1 
Durchmesser (die Grofenbestimmungen sind in diesen Dimensionen 
schon sehr ungenau) vergrofert sich unter gleichzeitiger Aufhellung, und 
je nach der Beschaffenheit. des Substrates bildet es ein bis mehrere 
,,Pseudopodien“ nach verschiedenen Richtungen aus, die entweder 
auBerordentlich diinn oder auch breit lappig sein kénnen. An den 
Fronten dieser Ausstiilpungen entstehen dichte, kontrastreiche Stellen. 
vermutlich Kernaquivalente bzw. vermehrungsfihige Zentren, von 
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denen aus erneut Plasma vorflieSt. Erfolgt das Auskeimen in diinnen 
fadigen ,,Pseudopodien®, so entstehen perlschnurahnliche Ketten, wer- 
den aber breite, lappige Auswiichse gebildet, so entstehen traubige oder 
flockige Gebilde, die kleinen Plasmodien iihnlich sind. In rasch wach- 
senden Kulturen waren die Vermehrungszentren stets sehr klein und 
lagen bereits unter dem Auflésungsvermégen des Mikroskops, so daB die 
kleinen Kolonien nur als feingranulierte Masse erschienen. Nach Ab- 
schlu8 der Hauptvermehrungsphase, besonders auf festem Agar, wo das 
Wachstum langsamer war, scheint sich dann das Plasma um die Ver- 
mehrungszentren zu verdichten, so dafs diese gréRer erscheinen. Zwischen 
diesen nunmehr besser sichtbaren Teilchen zerkliiftet sich dann das 
Plasma mehr oder weniger stark, so daf beim Ausspateln die etwa 1 u 
groBen Teilchen erhalten werden, die wir bei unseren Vermehrungs- 
studien meist bentitzten. 

Hine genauere Kenntnis der Struktur dieser Einzelteilchen ist mit der 
Lichtmikroskopie nicht erreichbar. Auch eine Abbildung der kleinsten 
reproduktiven Einheiten, die nach den eingangs erwahnten Filtrations- 
versuchen nur 0,15 w groB sind, ist mit dem Lichtmikroskop unméglich. 
Diese Fragen muften mit Hilfe des Elektronenmikroskops bearbeitet 
werden. Die vorliegenden lichtmikroskopischen Untersuchungen haben 
gezeigt, das der Vermehrungsvorgang bei den PPLO und den L-Phasen 
im Prinzip vollkommen gleich verlauft. Es handelt sich um eine Knos- 
pung, die sowohl uni- wie multipolar sein kann und damit zu den ver- 
schiedenen Formen, wie man sie im gefarbten Praparat sieht, fiihrt. Die 
Bildung groBer Korperchen mit relativ groRen Grana kann man als eine 
gehemmte Knospung ansehen, die der Bildung von Involutionsformen 
bei den Bakterien entspricht. 

Die Entstehung traubiger Verbinde erinnert stark an die Bilder, die 
HERZBERG (1936, 1953) bei der Beobachtung der Vermehrung grofer 
Viren fand. Weiterhin besteht eine groBe Ahnlichkeit zu Vermehrungs- 
stadien der Bronchopneumonie der Mause, bei denen GONNERT (1953) 
ebenfalls stark fairbbare Elementarkérperchen und schwach farbbare 
Grundsubstanz unterscheidet. Die Vermehrungszentren bei unserem 
Objekt entsprechen dann den Elementarkorperchen der groBen Viren 
und der Inhalt eines Einschlu8k6rperchens wiire einer kleinen Kolonie 
homolog. Der multiple Zerfall, wie er bei der Vermehrung der Viren 
ebenso wie fiir die PPLO vielfach angenommen wird (GERBER, 1953), ent- 
sprache dann der Zerkliiftung der durch Knospung entstandenen traubigen 
Kolonieverbande. Der Unterschied zwischen den grofen Viren und den 
PPLO bestiinde dann nur darin, daB erstere obligate Parasiten sind, die 
durch Verlust verschiedener Eigenschaften nicht mehr auBerhalb einer 
lebenden Zelle zu leben vermégen, wihrend letztere die noch nicht so 
stark reduzierten, zu saprophytischer Lebensweise fahigen Ausgangs- 
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formen darstellen. Die neuesten Ergebnisse der Untersuchungen tber 
,, inkomplette Viren‘ (SCHAFER u. Mitarb., 1954) geben dieser Anschauung, 
die in den letzten Jahren von Bearbeitern der Pleuropneumoniegruppt 
wiederholt geiuBert wurde (EDwaRD, 1954; Dimnuns, 1945; GONNERT, 
1952), immer mehr Wahrscheinlichkeit, doch soll darauf im Anschl BE 
an die Besprechung der elektronenmikroskopischen Befunde im 2. Te l 
dieser Mitteilungen naher eingegangen werden. 

Die Frage nach der Beziehung der PPLO zu den L-Phasen kann auf 
Grund der Vermehrungsstudien nicht geklirt werden. Beide vermehren | 
sich in gleicher Weise durch Knospung, was weder fiir noch gegen eine | 
der beiden Anschauungen spricht, dai die PPLO nur stabile L-Phasen | 
bzw. eine eigene Organismenklasse sind. Bei den geringen Dimensionen } 
kénnen auch keine groBen morphologischen Unterschiede mehr er-. 
wartet werden, und so erscheint eine eingehende physiologische Unter. 
suchung beider Lebensformen aussichtsreicher. Arbeiten in dieser Rich-. 
tung sind am hiesigen Institut im Gange und die bisherigen Ergebnisse, 
die an anderer Stelle ver6ffentlicht werden sollen, weisen auf erhebliche | 
stoffwechselphysiologische Unterschiede zwischen L-Phasen und PPLO| 
hin. : 

Zusammenfassung. | 

Lichtmikroskopische Untersuchungen der pleuropneumoniedhnlichen 
Organismen und der L-Phase von Bacterium proteus und Vibrio cholerae 
zeigten kei beiden 0,5—1,0 1 groBe, runde Gebilde, die vielfach zu trauben-. 
oder kettenférmigen Verbinden vereinigt sind. Im Gegensatz zu den: 
PPLO mit relativ regelmaBigen Teilchen zeigen die L-Phasen auch sehr| 
groBe Kérperchen mit Durchmessern bis zu mehreren yw. AuBer-- 
dem tritt bei den L-Phasen hiiufig Vacuolisierung auf. Ahnliche groBe) 
Gebilde konnten bei den PPLO nur auf ungiinstigen Nahrbéden erhalten! 
werden. Auch die Kolonieform war bei den PPLO stark von der Kon 
sistenz des Nahrbodens abhingig. 

Im Phasenkontrastmikroskop wurde die Vermehrung von PPLO und’ 
L-Phasen an wachsenden Mikrokulturen laufend beobachtet und einzelne: 
Stadien photographisch festgehalten. Dabei ergab sich, daB die einzige: 
beobachtbare Vermehrungsweise eine multi- oder unipolare Knospung, 
ist, die je nach der Nahrbodenbeschaffenheit zu verschiedenen Formen 
fiihrt. Haufig kommt es zu perlschnurartigen Ketten, die aber nicht als 
Mycel bezeichnet werden kénnen, wie es andere Autoren wiederholt taten. 


Auf die groBe Ahnlichkeit zwischen PPLO und grofen Viren wit 
hingewiesen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung vor: 
liegender Arbeit zu Dank verpflichtet. Dem Direktor der Staatlichen Bakteriolo- 
gischen Untersuchungsanstalt Miinchen, Herrn Dr. Buastus Freyrac, danken wir 
fiir die entgegenkommende Uberlassung eines Arbeitsplatzes. } 
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Untersuchungen iiber die Morphologie | 
und die Vermehrung der pleuropneumoniedhnlichen _ 
Organismen und der L-Phase der Bakterien. 


II. Elektronenmikroskopische Untersuchungen. 
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(Eingegangen am 31. August 1954.) 


In Erginzung der lichtmikroskopischen Beobachtung der Vermehrung, 
der pleuropneumonie-dhnlichen Organismen (PPLO) und L-Phasen der’ 
Bakterien (KANDLERU. KANDLER, 1954) wurden an den gleichen Stémmen| 


auch elektronenmikroskopische Untersuchungen ausgefihrt. : 

Die ersten elektronenmikroskopischen Abbildungen von PPLO, die WEIss (1944) 
und Surrx u. Mitarb. (1948) ver6ffentlichten, zeigten neben runden Formen auch 
stiibchenartige, sehr bakterienahnliche Gebilde. Es ist wahrscheinlich, daB es sich 
bei diesem Material nicht um echte PPLO, sondern um L-Phasen mit Bakterien4 
beimischung handelte. Dagegen stimmen die neueren Beobachtungen von Ruska 
u. Mitarb. (1947), LrzeBeRMEISTER (1953a, b) und Drenes (1953) dahingehend 
iiberein, daB sie alle als Grundform scheiben- oder blaschenartige Gebilde, die: 
einzeln, in Ketten oder in gréBeren traubigen Verbanden auftreten, darstellen. Kine 
Ausnahme machen die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von FREUNDT (1952), 
in denen auch Fadenbildungen in gréBerem AusmaB abgebildet sind. 

LIgBERMEISTER (1953a) glaubt, da alle von der runden Form abweichenden 
Gebilde Artefakte sind, die durch schlechte Praparationstechnik entstanden seien: 
Besonders der Pleuropneumonieerreger sei sehr labil und nur mit Hilfe des Auf: 
wuchsverfahrens (LIEBERMEISTER, 1953a) darstellbar. Auf Grund des Nebenein- 
ander von grof8en und kleinen Formen nimmt LreBeRMErsTER als Vermehrungs: 
modus eine Sprossung oder einen multiplen Zerfall an. Wahrend GurBeER (1953) 
nur die homogen erscheinenden runden Kérperchen fiir reell halt, die blasigen: 
ein oder mehrere Grana enthaltenden Gebilde aber als lysierte Formen bezeichnet 
stellte LInBERMEISTER fest, daB erstere in jiingeren, letztere in alteren Kulturer 
haufiger sind. Ausfiihrlichere Versuche tiber den Formwechselim Laufe der Entwick. 
lung stellte er aber ebenfalls nicht an. Drmnxs (1953) konnte zeigen, daB sich di¢ 
L-Phase der Bakterien im elektronenmikroskopischen Bild praktisch nicht von der 
PPLO unterscheiden liBt. In beiden Fallen fand er mehr oder weniger kontrast 
reiche runde Teilchen, dagegen keine mycelartigen Fadenbildungen. 


In den eigenen Untersuchungen wurde versucht, die Ursache fiir das 
verschiedene Aussehen der Einzelkérperchen aufzudecken. Aus der 
lichtmikroskopischen Beobachtungen war schon hervorgegangen, dal 
die runde Form nur in einem bestimmten Zustand der Kulturen z 
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finden ist, wihrend im Laufe raschen Wachstums die verschiedensten 
Knospungsfiguren auftreten koénnen, darunter auch perlschnurartige 
Ketten und traubige Verbiinde. Die Vermutung Gursers, dag zu- 
sammenhangende Teilchen nur nachtraglich bei der Praparation in diese 
Lage kamen, urspriinglich aber frei waren, konnte schon durch die licht- 
mikroskopischen Befunden widerlegt werden. In den folgenden Ver- 
suchen wurden daher besonders verschiedene Entwicklungsphasen 
untersucht. 


Material und Methodik. 


Verwendet wurden die gleichen Stémme wie bei den lichtmikroskopischen 
Untersuchungen (KaNDLER u. Kanpuer, 1954). Die Herstellung von elektronen- 
mikroskopischen Praparaten von Agarkulturen ist schwierig und fiihrt nur in 
seltenen Fallen zu befriedigenden Ergebnissen. Daher wurden Flissigkeitskulturen 
verwendet. Als Nahrlésung diente Bouillon nach Sutrrerr!: Pepton aus Fleisch 
tryptisch verdaut (Merck) 0,759, Hefeextrakt (Cenovis, Miinchen) 0,5%, NaCl 
0,3%, K,HPO, 0,2%, Glucose 0,2 %, Pferdeserum 10—20%. Da beim Sterilisieren im 
Dampftopf die Flissigkeit nicht klar blieb, wurde die Entkeimung mit einem Seitz- 
Druckfilter vorgenommen und die nétigen Mengen jeweils steril in die KulturgefaBe 
pipettiert. Die Bebriitung erfolgte in einem Brutschrank bei 37° C. Eingeimpft 
wurden die Stamme entweder durch Ubertragung eines bewachsenen Agarstiickchens 
oder mit einer kleinen Menge bereits herangewachsener Fliissigkeitskultur. 

Zur Anfertigung der Praparate wurden die Fliissigkeitskulturen nach ent- 
sprechender Zeit bei etwa 6000 g abzentrifugiert, 2mal mit Aqua dest. gewaschen, 
dann in Aqua dest. suspendiert und mit der Ose ein kleiner Tropfen dieser Suspension 
auf die Zaponlackfolien der Objekttrager aufgebracht. Nach dem EHintrocknen 
wurden die Praparate meist mit Titandioxyd bedampft und konnten dann im 
HKlektronenmikroskop betrachtet werden. Dazu standen 2 verschiedene Typen zur 
Verfiigung: Ein elektrostatisches Seriengeraét der AKG (EM 8) und ein elektro- 
magnetisches Gerat des II. Physikalischen Instituts der Universitat Miinchen. 
Beide arbeiteten mit einer Kathodenspannung von 50 KV. 


Versuchsergebnisse. 
Zunichstwurden verschiedene Suspensionsmittel vergleichend erprobt. 


Die Organismen wurden an Stelle von Aqua dest. in verschieden molaren Phos- 
phatpuffern von px 7,5 bzw. in Veronal-Acetatpuffer oder in Kochsalzlésungen ver- 
schiedener Konzentration suspendiert. Es ergaben sich aber in keinem Falle bessere 
Praparate als in Aqua dest. Bei zu hoch konzentrierten Losungen, wie z. B. in 
m/15 Phosphatpuffer flockten die Organismen aus, was sich dadurch bemerkbar 
machte, daS das Sediment im Zentrifugenglas nur sehr schwer aufzuschiitteln war 
and die Suspension erheblich triiber erschien als bei Verwendung von Aqua dest. 
Im elektronenmikroskopischen Bild konnten dann nur mehr oder weniger groBe 
Klumpen von Organismen gefunden werden. Daher wurden zu allen tibrigen Ver- 
suchen nur Aufschwemmungen in Aqua dest. beniitzt. 


Im allgemeinen trat 20 Std nach der Beimpfung der Nahrlosungen 
die erste sichtbare Triibung ein, die im Laufe der nachsten Stunden 
rasch zunahm und dann ungefahr gleich blieb. Nach etwa 48 Std ging die 
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Triibung wieder etwas zuriick und die Organismen setzten sich da: 
auch vielfach als leicht flockiger Niederschlag am Boden des Gefafes ai 
Dieser mit freiem Auge sichtbare Entwicklungsgang der Flissigkeit 
kultur wurde auch einigemal mit dem Photometer kontrolliert, wobe 
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Abb. 1. Photometrische Triibungsmessung wiihrend des Wachstums von ,,Findlay™. 


sich der gleiche zeitliche Verlauf des Wachstums herausstellte (Abb. 
ein plétzlicher Anstieg der Extinktion von der 18.—24. Std und 


homogen. Gelegentlich war das Wachstum weniger gut und die Triibung 
trat erst nach etwa 36 Std auf. Aber auch dann erreichte sie innerhalb 
weniger Stunden ihr Maximum und sank dann wieder ab. 


+4 


Abb. 2. ,,Urin™, 40 Std alt. Elektronenoptische VergréBerung 1600 x, GesamtvergréBerung 4500 x 
Bedampfung: Palladium 15°. 


Entnimmt man nach dem Auftreten der Triibung, aber vor deret 
Riickgang, Proben, so erhalt man in der Regel sehr klare Bilder. Nebe 


kommen streptokokkenihnliche Ketten und sehr viele einzelne run¢ 
Korperchen vor (Abb. 2). Die Mehrzahl dieser runden Gebilde ist véll 

homogen und laBt selbst bei starker VergréBerung (Abb. 3) keine Inne 
struktur erkennen. Daneben kommen auch gréfere, sehr kontrastarm ‘ 
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Teilchen vor, die wie leere Hiillen aussehen. Vielfach sitzen die kontrast- 
reichen Teilchen diesen leeren Hiillen an, als ob sie aus diesen ausge- 
spro8t waren. Der Durch- 
messer dieser kontrastrei- 
chen Teilchen betraigt im 
Mittel aus 100 Einzelaus- 
messungen der Teilchen in 
Abb. 2 0,66 u -- 0,073 le 
Die GrdBe ist also er- 
staunlich einheitlich und 
die Streuung betrigt nur 
11%. Dieses Ergebnis ist be- 
sonders itiberraschend, wenn 
man die vielen Angaben 
uber die Polymorphie dieser 
Organismen in der Literatur 
beriicksichtigt. 

Tatsichlich kann man Abb. 3. ,,Urin“, 40Std alt. Elektronenoptische 
auch ganz andere Bilder VergréBerung 5000 x, GesamtvergréBerung 31000 x. 
ethal ten, wenn man frithere Bedampfung: Palladium 15°. 
oder spatere Stadien untersucht. Abb. 4 zeigt einen flockenartigen 
Verband dichter, nicht scharf begrenzter Zentren, die in einer wenig 
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Abb.4. ,,Findlay, 35 Std. Elektronenoptische VergréBerung 5000 x, GesamtyergréBerung 11000 x. 


Kontrast gebenden Grundsubstanz eingebettet sind. Die Zentren 
besitzen einen Durchmesser von 0,4—0,6 w und sind damit etwas kleiner 
als die freien Kérperchen auf dem vorigen Bild. Das ganze erinnert an 
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ein Plasmodium, ganz entsprechend wie die im Phasenkontrast beo 
achteten durch Sprossung entstandenen Bildungen (KANDLER u. KAN 
LER, 1954). Es ist leicht vorstellbar, dab bei weiterer Abgrenzung diese 


Zentren durch Verdichtung des Plasmas ein Zerfall dieser Flocken 


we ae a 
Abb. 5. ,,L-Seijfert“, 10 Tage alt. Elektronenoptische 
VergréBerung 5000 x, GesamtvergréBerung 11000 x. 


“as am. Os ~ 


Abb. 6. ,,Urin’, 4 Tage alt, ohne Serum kultiviert. 
Elektronenoptische VergréBerung 1600 x 
Gesamtvergr6Berung 3700 x. 


Einzelteile erfolgt, wie 
Abb. 2 zeigte. 

Von Priparaten aus alte- 
ren Kulturen wurden wieder 
um andere Bilder gewonnen, 
Abb. 5 zeigt auBerordentlich 
flaue, sich auflésende ,,Hil- 
len‘ und daneben dunkle 
stark kontrastgebende ile 
nere Teilchen, die ihrerseits 
wieder diinnere Stellen im| 
Zentrum und dichtere Stel-. 
len in der Peripherie auf: 
weisen. Die kcntrastnsiaal 
Teilchen haben einen Durch-. 
messer von 0,4—0,5 wu, wah-: 
rend die kleinen Grana in 
diesen nur 0,15 bis 0,25 
Durchmesser besitzen. Bei. 
diesen Gebilden kénnte esi 
sich also um diekleinsten ver-. 
mehrungsfahigen Hinheiten: 
handeln, wie sie in den Fil- 
trationsversuchen(SEIFFER' P, 
1937 a,b; ELForp, 1938) | 
gestellt wurden. : 

Alle bisherigen Aufnahment 


q 
B | 


waren von Kulturen gewon- 
nen worden, die einen Zusatz: 
von 20% Pferdeserum zum 
Nahrboden erhalten hatten: 


In einigen Versuchen wurde nun gepriift, ob die Serumkonzentration 
einen wesentlichen Einflu8 auf die Morphologie der PPLO ausiibt. Daher 
wurden 3 verschiedene Stiimme (Urin, Findlay und Laidlaw A) sowoh) 
in serumfreie wie in verschieden stark serumhaltige Nihrlésungen eins 
geimpft und nach 4 Tagen Priparate auf die tibliche Art angefertigt. Die 
erste Triibung war bei diesen Serien nach etwa 2 Tagen aufgetreten und 
bei den Proben ohne Serum erheblich geringer als bei denen mit Serum) 


In den Praparaten von Kulturen ohne Serum waren sehr viele leere 
\ 


’ 


oe ay 
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»Hillen mit wenigen sehr kontrastreichen Teilchen. zu sehen, wie 
Abb. 6 zeigt. Die ,,Hiillen‘‘ hatten einen Durchmesser von 0,8—1,5 pw, 
wahrend die kontrastreichen Teilchen 0,5—0,8 i groB waren. Schon bei 
Zusatz von 1% Serum waren erheblich weniger ,,Hiillen® in den Prapa- 
raten zu finden und die dunk- 


len Teilchen waren kleiner. 9” ae ae by ak a 
Besonders deutlich war dies Fi be > x e 
bei 5°%% Serum der Fall, wie |! ok 7 a eee Ae , . 
Abb. 7 zeigt. Die kontrast- a Oe pe 
reichen ‘Teilchen  besitzen im °* i 
nur eine GroBe von 0,4 bis ie ® “e »% Ps ve4 t * ‘ 
0,6 uw. Bei héheren Serum- te % 
konzentrationen(20und 40%) ae i o 
waren sowohl die leeren Hiil- 4. e + * seer Z 
len etwas hiufiger, als auch — * a 5 *% 
die dunklen Teilchen gréBer. A Py, 5 » 4 ° 
Bei den weiteren Unter- % Gy ne wa ¥ 3 
suchungen wurde daher eine 7 : ‘eterno 
7 k Abb. 7. ,,Urin“, 4 Tage alt, mit 5% Serum kultiviert. 
mittlere Konzentration von Elektronenoptische VergréB8erung 1600 x, 
10% Serum verwendet. GesamtvergréBerung 3700 x. 
Nach den guten Erfahrun- 


gen mit den PPLO-Stéammen 
wurde auch der Pleuropneu- 
monieerreger mit gleicher 
Methodik untersucht, ob- 
wohl nach den Angaben von 
LIEBERMEISTER (1953 a) diese 
Organismen das Auftrocknen 
auf die Objekttragerfilme 
nicht vertragen und dabei 
stark deformiert werden sol- 
len. Tatsaichlich konnten von 
Kulturen, die ihre Massen- 


entwicklung eben erst abge- Zi iit Nee 
schlossen hatten, keine be- Abb. 8. Pleuropneumonieerreger, 2 Tage alt, in Aqua 
eee i dest. suspendiert. Elektronenoptische VergréSerung 
friedigenden Bilder erhalten 2300 x, GesamtvergréBerung 4900 x. 
werden. Bei Betrachtung der 
mit Aqua dest. gewaschenen Organismen im Phasenkontrastmikroskop 
stellten sie sich als sehr einheitlich runde Kugeln dar. Im Elektronen- 
mikroskop jedoch konnten nur mehr vollig verzerrte Fadenbildungen 
beobachtet werden (Abb. 8). Wurden jedoch 24 Std spater aus der 
gleichen Kulturlésung erneut Praparate angefertigt, so erhielt man die 


gleichen einheitlich runden Gebilde, wie sie bei den PPLO-Stammen 
14 
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auftraten (Abb. 9). Allerdings ist die GréBenschwankung innerhalb d 
homogenen, gleichstarken Kontrast gebenden Teilchen grofer als m 
Abb. 2. Die Ausmessung von 60 Teilchen der Abb. 9 ergab einen Mittel 
wert von 0,74 + 0,11 uw. Die Streuung betragt also 15%. 


Auf einer weiteren Aufnahme eines anderen Gesichtsfeldes des gleichen Praparats 
wurden 54 Teilchen ausgemessen. Dabei ergab sich ein Mittelwert von 0,73 + 0,11 
Die entsprechende Auswertung einer Aufnahme von Pleuropneumonieerreger 
einer anderen Versuchsreihe ergab bei Ausmessung von 60 Teilchen einen Mittelwert 
von ebenfalls 0,73 -+_ 0,112 «. Die Streuung scheint also ebenso konstant zu sein wi 
die mittlere GréBe der Teilchen. Sie ist etwas gréBer als bei dem vorhin erwahnten 
PPLO-Stamm ,,U rin“, doch kann noch nicht behauptet werden, daB es sich dabei. 

um einen durchgreifenden | 

=> Unterschied handelt. Dazu 

 miiBte noch erheblich gréBe- 

res Zahlenmaterial beige-: 
‘bracht werden. : 


Hier sollte mit die 
sen Zahlen nur gezeigt' 
werden, da in gewis- 
sen Entwicklungsab-. 
schnitten die PPLO eine: 
ganz bestimmte und in 
nur recht engen Gren-. 


Abb. 9. Pleuropneumonieerreger, 3 Tage alt, in Aqua dest. ae 
suspendiert. Elektronenoptische VergréBerung 2300 x , zen schwankende GroBe: 
s 


GesamtvergréBerung 4900 x. haben k6nnen 


$ 

Die in Abb. 2—5 dargestellten verschiedenen Formen der PPLO! 
kénnen einerseits dahingehend gedeutet werden, da nur die einheit-: 
lichen Formen der Abb. 2 und 3 reell sind, wahrend alle anderen Kunst-. 
produkte darstellen, andererseits aber kann man in ihnen auch verschie-. 
dene Entwicklungszustande sehen, was nach den Erfahrungen bei deri 
lichtmikroskopischen Untersuchung der Vermehrung der PPLO wahr-! 
scheinlicher erschien. Daher wurde von einer 8 Tage alten Flissigkeits- 
kultur, die langst ihr Wachstum eingestellt und deren Triibung schon/ 
wieder stark nachgelassen hatte, eine kleine Menge auf frische Nihrlésung: 
iibertragen und aus dieser in Abstaénden von zunichst 6 Std Probent 
entnommen. Abb. 10 zeigt die Aufnahme eines Praparates der Impf- 
l6sung. Kleine 0,2—0,35 « groBe kontrastreiche Grana sind von mehn 
oder weniger unregelmaBigen, sehr kontrastarmen Plasmaresten um- 
geben, die oft fidig ausgezogen sind. Manchmal sind auch mehrere 
dunkle Zentren in einer gréBeren Plasmamasse eingeschlossen. Nachl 
6 Std sind keine derartigen Gebilde mehr zu sehen. Statt dessen treten 
vereinzelt grofe Fladen auf, die bereits eine Andeutung von einer Auf/ 
gliederung in runde Untereinheiten erkennen lassen (Abb. 11). Zweifellos 
handelt es sich um die gleiche Bildung wie in Abb. 4, nur ist das ganze 
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hier kontrastaérmer und wirkt durch die Schriigbedampfung etwas anders. 
Die sehr stark schattenwerfenden kleinen Kugeln gehéren nicht zu den 
PPLO, sondern stammen aus dem Nahrboden. 


Abb. 10. ,,Findlay“, 8 Tage alt, Impfkultur fiir Entwicklungsreihe. Elektronenoptische VergréBerung 
2200 x, Gesamtvergr6Berung 7000 x. Bedampfung: Titandioxyd 15°. 


Sc a - 


Sie sind in den anderen Abbildungen nicht so haufig, weil das aus jeweils 10 cm® 
Kulturfliissigkeit erhaltene Sediment wieder in einigen cm? Wasser aufgenommen 
wird, wenn viele Organismen vorhanden sind. Dadurch verdiinnen sich auch die 
Verunreinigungen sehr stark. Bei Abb. 11 waren aber nur sehr wenige Organismen 
in der Nahrlosung, so daB 
nur mit einigen Zehntel cm? 
aufgenommen wurde und 
die Verunreinigungen ent- 
sprechend weniger verdiinnt 
wurden. 


Nach 17 Std hat sich 
der GroBteil der Flok- 
ken aufgelést zu einzel- 
nen relativ regelmaBi- 
gen, runden Korperchen 
(Abb. 12), wie in den Sx - 
Abb. 2,3 und 9. Einige ‘@” 


kleinere Flocken die Abb. 11. ,,Findlay“, 6 Std alt. Elektronenoptische 
; VergréBerung 2200 x, GesamtvergréBerung 7000 x. 
aber ebenfalls schon Bedampfung: Titandioxyd 15°. 


deutlich die Abgrenzung 

der Einzelorganismen erkennen lassen, sind noch vorhanden. Diese 
Auflésung der Flocken durch Individualisierung der EKinzelorganis- 
men verursacht vermutlich auch das plotzliche Auftreten der Tribung 
nach etwa 18 Std. GerRBER (1953) hatte von diesem Effekt auf eine 
Vermehrung durch multiplen Zerfall geschlossen, was aber nach unseren 
Beobachtungen (KANDLER u. KANDLER, 1954) nicht zutrifft. Die Haupt- 
vermehrungsphase ist damit vermutlich abgeschlossen, und nur noch ein 


kleiner Teil der Organismen ist in der Lage sich weiter zu vermehren, 
14* 
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wodurch in den niachsten Stunden noch eine weitere Zunahme d. 


Triibung erfolgt. 
Nach 36 Std liegen die Einzelorganismen zwar immer noch weitgehen¢ 
einzeln oder héchstens in kleineren Verbanden, aber sie besitzen nichi 


Abb. 12. ,,Findlay‘', 17 Std alt. Elektronenoptische VergréBerung 2200 x. GesamtvergréBerung | 
7000 x. Bedampfung Titandioxyd 15°. } 
4 


mehr die regelmaBige Form, sondern sind vieleckig und inhomoge 
(Abb. 13). Diese Gestalt mag ein Eintrocknungseffekt sein, denn im. 
Phasenkontrast sehen die Organismen immer noch rund aus. Da aber die | 
Priparation ganz entsprechend den friiheren Proben durchgefiihrt wurde, 


| 
| 


’ 


. o* rae. Si “SR pe 7 

uAex Me on Ans | Ps Ba ee ~ é = | 
Abb. 13. ,,Findlay“, 36 Std alt. Elektronenoptische VergréBerung 2200 x, Goeamn tree aetna 
7000 x. Bedampfung: Titandioxyd 15°. 2 


| 
kann die Veriinderung nur auf einer inzwischen eingetretenen Instabili-. 
tat beruhen. Offensichtlich ist ein Teil des Plasmas aufgelockert und| 
diinner geworden, wihrend an einer oder manchmal auch an mehreren| 
Stellen eine Zusammenballung erfolgt. Nach 17 Tagen ist dieser ProzeB} 
soweit fortgeschritten, daB das Plasma nur noch als vakuolisierte Blase: 
erscheint, die an der Peripherie ein oder mehrere Grana enthilt (Abb. 14). 


a tie illtiaatneal 
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Diese Grana besitzen einen Durchmesser von 0,2—0,3 uu. Sie entsprechen 
damit ganz den zu Beginn des Versuches eingeimpften Teilchen, wie der 
Vergleich mit Abb. 10, die wegen der Bedampfung etwas anders aussieht, 
zeigt. 

Diese kleinen Grana stellen vermutlich die filtrierbaren Formen der 
PPLO dar, und wir kénnen sie vielleicht Ahnlich den Sporen der Bakterien 
als Dauerformen auffassen. In ihnen ist das fiir die Vermehrung not- 
wendige Material, vermutlich die Kernsubstanz und etwas Plasma 


es 


Abb. 14. ,,Findlay“, 17 Tage alt. Elektronenoptische VergréBerung 2200 x, 
GesamtvergréBerung 7000 x. 


- ‘ : 
<= "4 « 


~. - 


konzentriert, wahrend das tibrige Plasma langsam degeneriert und verfiallt. 
Kommen diese Gebilde auf neues, giinstiges Substrat, so keimen sie 
wahrscheinlich unter Ausbildung neuen Plasmas und unter Auflockerung 
der Kernsubstanz wieder aus, wobei der Rest des alten Plasmas als ,,leere 
Hiille‘, wie wir bisher sagten, bzw. als Restk6rper zuriickbleibt. Dieser 
Auskeimvorgang konnte allerdings nicht unmittelbar beobachtet werden, 
da die kleinen Grana unter der Auflosungsgrenze des Lichtmikroskopes 
liegen und das Elektronenmikroskop eine Lebendbeobachtung leider 
nicht gestattet. Die bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen 
(KANDLER u. KANDLER, 1954) als Ausgangsstadien benititzten Organismen 
entsprechen nicht diesen kleinen Dauerformen, sondern den einheitlich 
groBen vegetativen Kérperchen der Abb. 2, 3 usw., die auf festem Sub- 
strat auch etwas gréBer sein kénnen, wie die Abhangigkeit der Teilchen- 
groBe von der Agarkonzentration (KANDLER u. Kanpier, 1954) zeigte. 
Auf Grund der lichtmikroskopischen Beobachtung wissen wir, daB sich 
diese vegetativen Teilchen durch Knospung vermehren und dabei wegen 
der zunichst unvollstandigen Abschniirung zu _plasmodienartigen 
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Gebilden heranwachsen, wie sie auch in den hier vorgelegten Bildern a 
traten. Gelegentlich konnten Knospungsstadien, die den Phasenkontrast- 
bildern weitgehend entsprechen, auch im Elektronenmikroskop beoback 
tet werden, wie Abb. 15 zeigt. 

Wahrend auf festem Substrat auch nach der stairkeren Abgrenzung 
der Einzelorganismen innerhalb des plasmodialen Verbandes die Teil- 
chen aneinander haften bleiben und erst beim Ausspateln auf neues 


AO tl 0 Mags te OP i ONE A GE GE 


P ee = i SEA GEKG A et Ns a 


Abb. 15. ,, Mist‘, 40 Std alt. Elektronenoptische Vergr6Berung 3300 x, GesamtvergréBerung | 
6100 x. Bedampfung: Titandioxyd 15° 


ee 


Dabei bildet sich vermutlich eine stabile Plasmagrenzschicht aus, die die | 
Beibehaltung der Form auch wahrend des Trocknungsprozesses auf der 
Zaponlackfolie bewirkt. Die Pleuropneumonieerreger unterscheiden sich 
von anderen PPLO dadurch, daB sie diese Schicht langsamer entwickeln 

und deshalb erst in einem spiteren Zeitpunkt stabil werden. Der abel 
angefiihrte Befund, daf jiingere Kulturen von Pleuropneumonieerregern | 
fidige Artefakte, etwas altere dagegen gleichmifig runde Kérperchen lie- | 
ferten, konntemehrmalsreproduziert werden. Nach einigen weiteren Tagen | 
zeigen auch die Teilchen dieses Pleuropneumoniestammes die gleiche | 
Auflockerung und Ausbildung dichter Grana, wie es fiir die PPLO be-. 
schrieben wurde. Eine Membran, die mit der Membran der Bakterien. 
vergleichbar wire, konnte in unseren Priparaten ebensowenig gefunden. 
werden, wie mycelartige Fadenstrukturen. Darin stimmen unsere Be- | 
funde mit denen von LigEBERMEISTER vollkommen tiberein. ; 


Leider gelang es uns nicht, die L-Phasen von Bacterium proteus oder 
von Vibrio cholerae, die auf festem Substrat ausgezeichnet wuchsen, 
in Flissigkeitskulturen zu ziichten. Deshalb war es nicht moglich, auch. 


+ 
a 


| 
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von diesen entsprechende Priaparate zu gewinnen. Nach den Angaben 
von TULASNE u. Bringmann (1952) und Drenes (1953) weisen die 
L-Phasen im elektronenmikroskopischen Bild keinen nennenswerten 
Unterschied gegeniiber den PPLO auf. 


Im Gegensatz zur fertigen L-Phase konnten die Umwandlungsstadien 
von B. proteus ohne Schwierigkeiten dargestellt werden, wenn einer 
einige Stunden alten Fliis- 
sigkeitskultur von B. pro- 
teus Penicillin (1000 TE em?) 
zugesetzt wurde. Die Bak- 
terien schwollen dann an 
einer oder mehreren Stellen 
an und fiillten sich mit 
kontrastreichen Einschliis- 
sen, vermutlich Kernaqui- 
valenten, die unter giin- 
stigen Bedingungen zu 
L-Formen ausknospen, wie 
STEMPEN u. HUTCHINSON 


(1951) und DIENES u. SmItH Abb. 16. B. proteus, aus junger Bouillonkultur mit 
1944 ; k I 1000 IE/em* Penicillin. Elektronenoptische Ver- 
( ) zeigen onnten. In gréBerung 3200, Gesamtvergréferung 7000 x. 


Abb. 16 und 17 sind Bak- 
terien abgebildet, die unter 
PenicillineinfluB blasige 
Auswiichse entwickeln. 


Diskussion der Ergebnisse. 

In Bestatigung friiherer 
Befunde anderer Autoren 
(Ruska u. Mitarb. 1947; 
LIEBERMEISTER, 1953a, b; 
maeNES; 1953). cund, ines" 


es S < a Abb. 17. B. proteus, aus junger Kultur mit 1000 TE/em* 
Ubereinstimmung mit den Penicillin. Elektronenoptische VergréBerung 5000 x, 


lichtmikroskopischen Be- GesamtvergréRerung 10000 x. 
obachtungen (KANDLER u. 

Kanpur, 1954) konnte festgestellt werden, da der isolierte Hinzel- 
organismus Kugelform besitzt. Die flache Talerform, die im elektronen- 
mikroskopischen Praparat auftritt, kommt vermutlich durch das Kin- 
trocknen der sehr wasserhaltigen kugeligen Teilchen zustande. Meist 
sind die Einzelteilchen noch zu traubigen oder kettenformigen Aggre- 
gaten vereinigt, wie sie sich aus der Vermehrung durch Knospung er- 
geben. Teilchen aus jiingeren Kulturen des Pleuropneumonieerregers, 
die im Praparat haufig zu mehr oder weniger feinen Faden ausgezogen 
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erscheinen, werden beim Eintrocknen offensichtlich verzerrt. Doch da 
man nicht so weit gehen, daB man alle von der Kugelform abweichend 
Gebilde als Artefakte erklart, wie es LIEBERMEISTER (1953a) und 
GERBER (1953) taten. Relativ unregelmaBig geformte Teilchen, wie s 
in Abb. 15 dargestellt sind, miissen z. B. als Knospungsstadien angesehen 
werden. 

Die systematische Untersuchung der einzelnen Formen in Abhangig- 
keit vom Kulturalter ergab eine gute Ergainzung zu den lichtmilro: 
skopischen Beobachtungen. Bei letzteren konnte das Ausknospen | 
relativ homogener Teilchen von mindestens 0,5 Durchmesser zu} 
traubigen Verbanden oder streptokokkenartigen Ketten verfolgt werden, | 
Dagegen konnte die Frage nach der Entstehung der unter 0,3 wu groBen, | 
filtrierbaren Teilchen nicht beantwortet werden. Wie die hier vorgelegten | 
Aufnahmen zeigen, erfolgt in alternden Kulturen, die keinen weiteren | 
Zuwachs mehr zeigen, zuniachst eine lokale Verdichtung in den urspriing- 
lich homogenen Teilchen. Dabei lockert sich das tibrige Plasma immer | 
mehr auf und wird sehr kontrastarm. In alten Teilchen sind dann ein: 
bis mehrere, starken Kontrast gebende Grana von rund 0,2 Durchmesser | 
zu erkennen. Das iibrige Plasma ist stark vakuolisiert und ldst sich! 
wahrscheinlich im Laufe der Zeit auf oder tritt in den Priaparaten als: 
,leere Hiillen“ in Erscheinung. Bei den kleinen, vermutlich filtrierbaren’ 
Grana handelt es sich vielleicht um eine Art Dauerform der PPLO. — 

Thr Auftreten legt den Vergleich mit den Elementark6rperchen der! 
groBen Viren nahe (Epwarp, 1954; Ruska u. Poppr, 1947; DreNnzEs, 
1953). Besondere Beweiskraft in dieser Hinsicht diirfte der Vergleich der! 
hier gezeigten Bilder mit den Abbildungen inkompletter Viren haben. 
Wiahrend lange Zeit nur gleichmaBige Kérperchen als Viren bezeichnet 
wurden, konnten in den letzten Jahren mehrere Beweise beigebracht 
werden, daB nach dem Einimpfen von Viren Teilchen isoliert werden( 
kénnen, die véllig anders aussehen als das eingeimpfte Material, aber 
trotzdem mit dem Virus identisch sind (vgl. Hmnie, 1953). Diese Teil- 
chen besitzen die gleiche agglutinierende Eigenschaft wie das Virus, sind! 
aber nicht pathogen. Man hat sie als Vermehrungsformen der Viren auf- 
gefaBt und als inkomplette Viren bezeichnet. ScHArmR u. Mitarb. (1954) 
gelang es vor kurzem, derartige inkomplette Formen der klassischen 
Gefliigelpest rein zu isolieren und naher zu charakterisieren. Die ver- 
offentlichten elektronenmikroskopischen Bilder entsprechen weitest- 
gehend den Bildern der PPLO, nur mit dem Unterschied, daB die 
Dimensionen in allen Stadien um das 21% fache geringer sind. Die Ver- 
mutung ScuArers, daB die Elementarteilchen durch Verdichtungen in 
den gréBeren Teilchen entstehen, stimmt mit dem bei den PPLO beob- 
achteten Sachverhalt iiberein, und es ist sehr wahrscheinlich, daB die 
Vermehrungsweise der PPLO wie sie in den beiden Mitteilungen durch 
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licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen ermittelt wurde, 
auch die Vermehrung der groBen Viren ist. Die bisher stets beob- 
achtete klassische Virusform wiire demnach nur die , Sporenform “‘ 
des Virus, die in der Zelle auskeimt, sich wieder mit Plasma umgibt 
und in diesem fragilen Zustand nur schwer isoliert werden kann. 
Erst bei Erschépfung des Substrates kondensiert sich die fiir die Ver- 
mehrung notwendige Substanz, die man wohl als Kernsubstanz be- 
zeichnen darf, wieder zu den bekannten typischen Viren, die wiederum 
isoliert werden kénnen. Die PPLO wiirden sich von den Viren nur da- 
durch unterscheiden, daB sie in ihren Dauerformen soviel Plasma- 
material und damit Fermentsysteme mitnehmen, da8 es ihnen méglich 
ist, auf relativ einfachen Nahrbéden das neue Plasma aufzubauen, 
wahrend die Viren als parasitische Formen dazu nicht mehr in der Lage sind 
und die Fermentsysteme der lebenden Zelle bendtigen. Es lage also eine 
abgestufte Reihe verschieden stark fermentheterotropher Organismen 
vor. Wegen der gréferen Zahl von Begleitstoffen kénnen die Dauer- 
formen der PPLO auch nicht die geringen Dimensionen erreichen, wie sie 
bei den Viren iiblich sind. 

Bei derartigen Gedankengaingen drangt sich die Frage nach der 
systematischen Stellung der PPLO und nach deren Beziehungen zur 
L-Phase der Bakterien auf. Grundsiitzlich lassen sich heute 2 An- 
schauungen vertreten: 


1. Die PPLO stellen die uns heute bekannte primitivste Organismen- 
gruppe dar, aus der sich einerseits die Bakterien, andererseits die Viren 
entwickelt haben. Die L-Phase der Bakterien wire demnach als eine 
Rekapitulation eines friheren Entwicklungszustandes aufzufassen ; ent- 
sprechend dem biogenetischen Grundgesetz. 

2. Die PPLO sind keine selbstiindige Organismenklasse, sondern nur 
stabile L-Phasen, die die Fahigkeit zur Riickverwandlung in die Bak- 
terienform verloren haben. Durch schrittweisen Verlust von Ferment- 
systemen kénnten sich aus diesen stabilen L-Phasen unter Anpassung 
an endoparasitische Lebensweise die Viren entwickelt haben. 


Eine Entscheidung, welcher der beiden Hypothesen der Vorzug zu 
geben ist, kann bei unseren derzeitigen Kenntnissen wohl kaum ge- 
troffen werden. Der Wert derartiger phylogenetischer Spekulationen 
diirfte aber darin beruhen, daB sie zu weiteren Untersuchungen anregen, 
die noch mehr Tatsachen iiber die Eigenschaften der PPLO und L-Phasen 
beibringen. 


Zusammenfassung. 
In Ergiinzung zu friheren lichtmikroskopischen Untersuchungen an 
PPLO wurden nunmehr elektronenmikroskopische Beobachtungen ge- 
macht. Es konnte gezeigt werden, daB sich etwa 1—2 Tage nach der 
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Beimpfung von Flissigkeitskulturen relativ regelmaBige Teilchen v 
Talerform isolieren lassen. In jungen Kulturen finden sich ausschlieBlich | 
groBe, traubige Verbinde, die sich erst im Laufe der Zeit in Einzel- | 
organismen auflésen. In alteren Kulturen ist das Plasma gegen das Hi 
trocknen auf den Objekttragerfolien erheblich weniger stabil, und eg: 
ergeben sich unregelmiBige Gebilde, die sehr kontrastreiche, Pel 


Grana enthalten. In diesen Grana werden Dauerformen der PPLE | 
gesehen, die vielleicht den Elementarteilchen der Viren entsprechen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir ftir die Unterstiitzung aa 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


Uber die Ruheperiode der Zygosporen von Saprolegnia. 


Von 
LORE WEMMER. 


Mit 6 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 4. September 1954.) 


Zahlreiche Untersuchungen, die sich mit der Physiologie der Pilz- 
sporenkeimung befassen, zeigen, daB nicht alle Sporen unter giinstigen 
Bedingungen rasch keimen, sondern manche recht lange Ruheperioden 
Jurchmachen (SEILER 1936, ZrmGLER 1948. Vgl. ferner die Hinweise bei 
GorTtuieB 1950 und HAawKER 1950). 

Durch kurzfristige Anwendung sehr hoher sowie niedriger Tempera- 
turen war es gelungen, die Inaktivitatsperiode zu durchbrechen (ARENS 
1929, ScuLéssER 1929, Gopparp 1939 und andere), und neuere Beob- 
achtungen sprechen fiir die Méglichkeit einer chemischen Aktivierung 
der Ruhesporen. Wahrend so einige Anhaltspunkte fiir die Aktivierungs- 
prozesse bestehen, ist die Natur der Ruheperiode selber unbekannt. In 
der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, hierfiir einige Anhalts- 
punkte zu gewinnen. 


1. Material und Methode. 


Als Versuchsobjekte schienen Saprolegniaceen geeignet, da sie ver- 
haltnismaBig leicht zur Reproduktion zu veranlassen sind. Ihre Oosporen 
sind durch eine mehrwéchige Ruheperiode ausgezeichnet. Der fiir die 
hier mitgeteilten Untersuchungen verwendete Pilz konnte als Sapro- 
legnia ferax bestimmt werden. 


Die Wasserproben stammen aus den Teichen des Botanischen Gartens Tiibingen. 
Aus der Rohkultur, die wie tiblich auf Fliegen erfolgte, wurde ein reifes Zoospor- 
angium isoliert. Nach sorgfaltigem Abspiilen mit sterilem dest. Wasser wurden die 
schliipfenden Zoosporen abpipettiert und auf einen festen Nahrboden gespiilt; 
lieser enthielt: Fleischextrakt und 2% Agar oder Fleischextrakt, 2% Agar, 1% 
Pepton und 1% Maltose. Zur Herstellung des Fleischextraktes wurden 500 g fett- 
freies Fleisch in 1 Liter Wasser gekocht und nach dem Kochen filtriert. Der px- 
Wert dieser Substrate betrug 6,9. 

Die Zoosporen keimten bereits nach wenigen Stunden. Die einzelnen Keim- 
mycelien wurden auf einem Agarblock ausgestochen und auf einen neuen Nahr- 
boden iibertragen. In 1—2 Tagen hatte das Mycel den gréBten Teil des Agars tiber- 
vachsen. Die bakterienfreien Hyphenenden wurden jeweils als Ausgangsmaterial 
‘tir die Versuche verwendet. 

Fiir die Untersuchungen selber dienten als Nahrsubstrat Hanfsamen, die in der 
Literatur mehrfach erwahnt werden. Sie erwiesen sich als natitirliches Substrat 
yesonders giinstig, da sie einheitliches Material bieten und wihrend des ganzen 
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Jahres zuginglich sind. Sie wurden den Pilzen in aqua bidest. geboten. Als Kult 
gefiBe wurden Petrischalen verwendet, die eine bessere Durchliftung ermo; 
lichten als die in den Vorversuchen erprobten, mit Watte verschlossenen Erlen- 
meyerkolben. 
Die Sterilisation von Nahrbéden und Wasser erfolgte durch 3maliges Erhitzen| 
im strémenden Dampf. Die Beimpfung der Kulturen und der mehrmalige Wasser- 
wechsel wurde unter weitgehend keimfreien Bedingungen vorgenommen. 
Die beimpften Kulturen wurden in geschlossenen Petrischalen bei Zimmer- 
temperatur (20—23°) im Arbeitsraum gehalten. Nach kraftigem Mycelwachstum 
zeigten sich nach wenigen Tagen die ersten Oogonien. Nach 8—12 Tagen hatten 
sich zahlreiche Oosporen entwickelt, die bereits deutlich die Bildung ihres Ol- 
tropfens aufwiesen, was als aufBeres Zeichen der beginnenden Ruhe aufgefaBt! 
werden kann. Erst dann wurden die Kulturen verschiedenen Temperaturbe D 
gungen unterworfen, namlich bei 2, 9—10, 15, 18, 23, 25—26 oder bei 30° verwahrt 
und dabei mehrmals mit Frischwasser versorgt. Alle Schalen wurden bis zur Keim- 
kontrolle im Dunkeln gehalten. , 


5 
: 


Auswertung des Versuchsmaterials. : 

Nach 2- bzw. 3wéchigem Aufenthalt unter verschiedenen Temperaturverhalt: 
nissen wurden alle Schalen einer Versuchsserie auBeren Bedingungen ausgesetzt 
die eine Keimung begiinstigen, nimlich der Temperatur und dem chaeachy a aa 
Tageslicht des Laborraumes. | 

Die Beobachtung des Keimverlaufs erfolgte mikroskopisch, wobei in bestimm | 
ten Zeitabstinden jeweils 300—600 Oosporen je Kulturschale ausgezahlt wurden: 
Es erwies sich als giinstig, einzelne Phasen des Keimverlaufs festzulegen: > 

1. Sporen im Ruhezustand. Olkugel deutlich abgegrenzt, Sporenwand in Exo- 
und Endospor gegliedert. : — 

2. Sporen mit beginnender Keimung. Auflésung und Verteilung des Oltropfens: 
das Endospor wird resorbiert und es erfolgt eine deutliche VolumvergréBerung. 

3. Bildung eines Keimschlauches. 

4. Tote Sporen; Inhalt meist zusammengeballt und in Auflésung begriffen. 

So konnte die Keimrate prozentual bestimmt werden. Die grofe Zahl der aus: 
gewerteten Zygosporen gewiahrleistet eine statistische Sicherung der Ergebnisse 
Nachteilig war nur, daB jeweils neue Sporen bei den fortlaufenden Beobachtunger 
ausgezihlt werden muBten. Die von ZrmaLER (1948) empfohlene Methode, did 
Mycelien in Wassertropfen auf Agar zu kontrollieren, eignet sich fiir langfristige 
Versuche nicht; dabei kommt es zu vegetativem Wachstum. ; 


2. Die Bedingungen der Oosporenbildung. 

Um die Versuche durchfiihren zu kénnen, muBte zunichst zahlreiches 
und méglichst einheitliches Zygosporenmaterial beschafft werden! 
Zwangslaiufig tauchte dabei die Frage nach den Entstehungsbedingunger 
der geschlechtlichen Fortpflanzungsorgane auf. 

Nachdem bereits Kies (z. B. 1900) zeigen konnte, daB Fortpflanzungs: 
vorginge bei Saprolegniaceen vielfach durch gewisse Auffenfaktorer 
auslésbar sind, schien es lohnend, die Frage nach dem Zusammenhang 
zwischen der Wirkung aéuBerer Faktoren und den inneren Veriinderunger 
der Organismen, die zu einer bestimmten Fortpflanzung fiihren, zu unter; 


suchen. Einige Beobachtungen fiihrten zu anfanglich tiberraschender 
Ergebnissen : 
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Wurden Hanfsamen mit Mycelien von Agar beimpft, so setzte bei 
munadchst kraftiger Mycelentwicklung nach wenigen Tagen starke Oogon- 
bildung ein. Zoosporangien traten hichst selten auf. Demgegeniiber kam 
es in den Rohkulturschalen wihrend der warmsten Monate erst zur 
Jogonbildung, als die Kulturen tieferen Temperaturen ausgesetzt wurden. 
Damit schien sich die Ansicht von Kixss zu bestatigen, daB das Tempe- 
raturoptimum fiir die Bildung von Zoosporen héher liegt als fiir die 
Bildung der Oosporen, so dafi die Annahme nahe lag, die Temperatur 
entscheide, welche Sporenart gebildet wird. 

Um der Frage niher zu kommen, wie weit Umweltfaktoren den Ent- 
wicklungsablauf von Saprolegnia beeinflussen kénnen, wurde die Wirkung 
von Substrat, Temperatur, Licht und Sauerstoffversorgung kombiniert 
untersucht. 

Kin gut ernahrtes Mycel bildet die Voraussetzung fiir die Bildung 
jeder Fortpflanzungsform, jedoch variieren die Na&hrstoffanspriiche bei 
einzelnen Vermehrungstypen, worauf spiter noch zuriickzukommen ist. 
Als sehr wesentlich zeigte sich der Einflu8 von Licht und Sauerstoff auf 
die Bildung der Art der Fortpflanzungsorgane. 

Wurden die Petrischalen nach der Beimpfung geschlossen gehalten, 
so entwickelten sich bei kraftigem Mycelwachstum nach einigen Tagen 
Oogonien. In offenen Schalen hingegen traten zunichst Sporangien — 
erst spiter Oogonien auf, wenn die Kulturen dem Tageslicht ausgesetzt 
wurden. Bei Dunkelheit bildeten sich jedoch stets nur Oogonien, und 
auch schwache kiinstliche Belichtung konnte keine starkere Sporangien- 
bildung induzieren. 

Neuerdings haben sich Hawker (z. B. 1948) sowie HAWKER u. CHAUDHURI 
1946) in mehreren Arbeiten eingehender mit der Frage beschaftigt, welchen Ein- 
1uB der Ernahrungszustand des Mycels auf die Sporenbildung auszutiben vermag. 
Bei Fiitterungsversuchen zeigte es sich, daB die gebotenen Zucker unterschiedlich 
auf Mycelwachstum und Sporenbildung wirken. AuBerdem unterscheiden sich 
hierbei noch die einzelnen Pilzarten, so daB anzunehmen ist, daB der Typ der 
xebildeten Organe mit dem Grad der Assimilation der einzelnen Kohlenhydrate 
korreliert ist. Bei Versuchen mit Melanospora destruens lag die Annahme nahe, 
JaB die Anhaufung eines energiereichen Intermediarproduktes (wobei an Fructose- 
li-phosphat und Glucose-l-phosphat gedacht wurde) zur Perithecienbildung fiihren 
kann. 

Hawker scheint die Frage nach der zur Verfiigung stehenden Energie grund- 
egend wichtig, da vermutlich mehr Energie zur Reproduktion bendtigt wird als 
um vegetativen Wachstum. Bezeichnenderweise variiert die Atmungsintensitat 
abgegebenes CO,/Trockengewicht des Mycels) mit den einzelnen Kohlenhydraten, 
lie geboten wurden, und ist nahezu korreliert mit deren Wirkung auf die Frucht- 
<érperbildung. Eine hohe Atmungsintensitat weist darauf hin, daf mehr Energie, 
ls zum Mycelwachstum erforderlich ist, produziert wird, die dann eine Bildung 
ron. Fortpflanzungsorganen erméglicht. 

Wie bereits erwihnt, variieren die Nahrstoffanspriiche bei der Bildung 
ler einzelnen Sporentypen. So konnte bei eigenen Versuchen beobachtet 
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werden, daf es auch in geschlossenen Petrischalen zur Zoospore 
bildung kam, wenn die gebotenen Hanfsamen griindlich gewaschen 
von anhaftenden Nahrstoffen befreit wurden. Fettreiche Dauerspor 
wie sie in Form von Zygosporen auftreten, stellen also vielleicht hoh 
Energieanspriiche im Sinne der erwihnten Ergebnisse von HAWKER. 

Zweifellos spielt die Ernahrung des Pilzes fiir die Sporenbildung eine 
wichtige Rolle; das Verhalten der verschiedensten Faktoren untereii 
ander jedoch bestimmt in erster Linie, ob das Wachstum nur vegetatin 
oder zuerst vegetativ und dann reproduktiv erfolgt. Daf an der Schaffung 
der inneren Bedingungen, die zu einer Deter- 
mination der Fortpflanzungsorgane fiihren, 
AuBenbedingungen beteiligt sein miissen, geht 
aus den geschilderten Versuchen hervor. — 

Es ware denkbar, daf8 bei beschrankter 
Sauerstoffaufnahme in geschlossenen Petri- 
schalen die Syntheseprozesse zugunsten der 
Fettbildung gesteuert werden, was dann 
zwangsliufig zur Entstehung fettreicher 
Oosporen fithren mu8. Somit wiirdedie Deter: 
mination durch  stoffwechselphysiologische 
Verhiltnisse ausgelést. Es ist hierzu er: 
Abb. 1. Nach dem VerschluB des wihnenswert, dafs haufig bereits nach der 
Kulturgefiifes erfolgte die Um- Abgrenzung eines Zoosporangiums durch Be: 
stimmung eines Zoosporangiums 3 : } 
zur Oosporenbildung, obwohldas deckung der Kulturschale eine Umstimmung 
sperangium bereits vou wu des Plasmas erfolgen kann, so daf an Stelld 
¢ Lie g ind sogar der 

Apikalporus zu sehen ist. zahlreicher Zoosporen einige wenige Oospoml 

entstehen (s. Abb. 1). 

Die Frage nach den Ursachen der Determination bei der Bildung vor 
Fortpflanzungsorganen bei Saprolegnia ist nicht einfach zu beantworten) 
schon darum nicht, weil auch Licht einen entscheidenden EinfluB auf did 
Bildung der Art der Fortpflanzungszellen haben kann, Uber die physiolo: 
gische Wirkung des Lichts auf die Sporulation ist jedoch heute noch zu 
wenig bekannt, um eine Erklirung zu finden, warum bei Saprolegnia 
Zoosporen nur bei Licht, Sexualorgane aber auch bei vélliger Dunkelheii 
entstehen kénnen, zumal sich die einzelnen Pilzarten in ihren Ane 
voneinander unterscheiden. 

Unter natiirlichen Umweltbedingungen entwickeln sich bei Saprot 
legniaceen bekanntlich zuerst Zoosporangien und erst spater, nack 
AbschluB des vegetativen Wachstums, treten Oogonien auf, obwohl dieses 
wie Versuche deutlich gezeigt haben, hohere Anspriiche an die Nahr 
stoffkonzentration stellen, Eine giinstige Sauerstoffversorgung, die ja ber 
Insekten, die auf der Wasseroberflache treiben, vorhanden ist, mag dis 
Zoosporenbildung begiinstigen. * 
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3. Einflu8 der Temperatur auf die Ruheperiode. 


Die Wirkung der Temperatur auf den Ablauf der Ruheperiode wurde 
untersucht, indem die Zygosporen 2—3 Wochen lang unterschiedlich 
konstanten Temperaturbedingungen ausgesetzt wurden. AnschlieBend 
hieran wurden sie in giinstige Keimbedingungen (Zimmertemperatur von 
etwa 20° und diffuses Tageslicht) iibertragen. Der Verlauf der dann auf- 
getretenen Keimungen ist in den Abb. 2—4 dargestellt. 

Zunachst ist festzustellen, daB innerhalb einer jeden Serie in allen 
Kulturschalen Keimungen auftraten, gleichwohl, ob die Sporen bei 2 
oder 25° gehalten worden waren. Schon vor Beginn der Messungen kann 
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Abb. 2. Keimverlauf von Oosporen, die 13 Tage bei der angegebenen Temperatur gehalten und dann 

(ab 30. III., d. h. zu dem mit einem Pfeil gekennzeichneten Zeitpunkt) den Temperatur- und Licht- 

bedingungen des Arbeitsraumes ausgesetzt wurden. Die Gradwerte geben die Aufbewahrungstempe- 

raturen der einzelnen Kulturen bis zum 30. III. an. Die Ordinate gibt das bis zu den auf der Abszisse 
genannten Tagen erreichte Keimprozent an. 


es zu einzelnen Keimschlauchbildungen kommen, sofern die Temperatur- 
verhaltnisse das erlauben. Die Keimverzogerung der ,,Frithkeimer“ 
wihrend der Behandlungsdauer, die bei 2 und 9 (bzw. 10)°-Kulturen 
auftrat, ist auf die Hemmwirkung dieser niedrigen Temperaturen zuriick- 
zufiihren. Werden optimale au8ere Bedingungen geschaffen, so steigt die 
Keimkurve steil an, d. h. es gelangen sehr viel mehr Sporen innerhalb 
weniger Tage zur Keimung als bei den tibrigen Kulturen. Zugleich 
erreicht die Keimrate einen bedeutend héheren Prozentsatz. 

DaB in den Kulturschalen, die bei 15° aufbewahrt wurden, bis zum 
Beginn der Messungen die stiirkste Keimung eingetreten war, iiberraschte 
anfinglich. Bei der in Abb. 3 dargestellten Serie war gerade die 15°- 
Kultur zeitweilig stirkeren Temperaturschwankungen ausgesetzt (2—17°), 
so daB die Annahme nahe lag, da Wechseltemperatur die Keimung, 
vielleicht auch die Ruheperiode selbst beeinflussen kénnte. Da jedoch die 
iibrigen Kulturserien, bei denen diese Schwankungen nicht bestanden 


ou 
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hatten, einen gleichsinnigen Keimverlauf dieser Kultur zeigen, schied 
diese Méglichkeit aus. Dieses Optimum bei 15° diirfte so zu erklaren sell 
da bei héherer Temperatur Keimungen méglich sind, bei zu hoher 
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Abb. 3. Wie Abb. 2; jedoch wurden die Oosporen 19 Tage bei der jeweils angegebenen Temperatt 
aufbewahrt und yom 27. IV. ab im Arbeitsraum gehalten und kontrolliert. 
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Abb. 4. Wie in Abb. 3 erfolgte die Keimkontrolle nach 19 Tagen (erstmalig am 10. VI.). Die mit ,,Z" 
und ,,/“* bezeichneten Kurven geben den Keimverlauf von Sporen wieder, die dauernd im Arbeit 


des normalen Licht-Dunkel-Wechsels. Die Objekte standen entweder auf dem Arbeitstisch (7') ode 
am Fenster (7), wo sie zeitweiliger Besonnung ausgesetzt waren. 
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iner Anderung des py-Wertes verbunden und bedingt Schidigungen 
der py-Wert des Mediums stieg bei 25° auf 8,0, wahrend er bei 2° 7,0 
lieb. Bei den Zwischentemperaturen lag er zwischen 7,0 und 8,0). 

Die schadigende Wirkung des ,,alternden Mediums‘ auf die Zygo- 
poren konnte auch durch hiaufigen Wasserwechsel nicht ausgeschaltet 
werden, so da mit zunehmender Temperatur die Anzahl der zur Kei- 
mung gelangenden Sporen ab-, die Zahl der abgestorbenen aber zunimmt. 
Bei einem liingeren Aufenthalt bei 30° bleibt keine Spore am Leben. Die 
emperaturabhingigkeit der Keimprozente ist also leicht erklarbar. Im 
ibrigen ist der Keimverlauf bei allen Behandlungsarten so iiberein- 
stimmend, dai eine wesentliche Beeinflussung des Verlaufs der Ruhe- 
periode durch die Temperatur unwahrscheinlich ist. 


ft. Die Wirkung des Lichts auf den Verlauf von Ruhezeit und Keimung. 


_ Nachdem es sich gezeigt hatte, daB die Temperatur keinen starken 
KinfluB auf die bei der Sporenruhe ablaufenden Prozesse auszutiben 
vermag, sollte geklart werden, ob Licht bei der Steuerung der Nach- 
reifevorginge beteiligt sein kann. 


a) Belichtung wahrend der Sporenentwicklung. 


Kin Teil der Petrischalen wurde sofort nach der Beimpfung ver- 
lunkelt. Bei den einleitenden Untersuchungen wurde ja bereits festgestellt, 
laB die Entwicklung der Oosporen unabhingig vom Licht verliuft. Die 
Weiterbehandlung mittels verschiedener Temperaturen und bei Dunkel- 
neit erfolgte 12 Tage nach der Beimpfung. Nach weiteren 19 Tagen 
wurde wieder der Keimverlauf untersucht; er ist aus Abb. 5 ersichtlich. 

Innerhalb einer jeden Temperaturstufe weichen die Keimkurven nicht 
starker voneinander ab, als es in Parallelkulturen stets tiblich ist. Die 
Keimung erfolgt offensichtlich unabhingig davon, ob bei der Entstehung 
ler Sporen Licht einwirken konnte oder nicht. 


b) Die Wirkung von Licht wihrend der Keimung. 


ZIEGLER (1948) untersuchte drei verschiedene Saprolegniaceen. Nach 
lrei Tagen waren bei seinen Dunkelkulturen nur gelegentlich Keim- 
chlauche zu sehen; nach normaler Belichtung trat jedoch die Keimung 
ald ein. Entgegen diesen Ergebnissen traten auch bei strengster Ver- 
lunkelung bei eigenen Versuchen stets Keimungen auf (vgl. Abb. 3—5). 


Es wurden nun einige Petrischalen im Arbeitsraum gehalten, wo sie 
m Gegensatz zu den tibrigen Kulturen dauernd dem Licht und einer 
femperatur zwischen 20 und 30° ausgesetzt waren. Die Schalen standen 
uf dem Tische (,,T‘‘ in Abb. 4) oder am Fenster (,,F“ in Abb. 4), wo sie 
eitweilig besonnt wurden. Abb. 4 zeigt den Keimverlauf: Bereits 10 bis 
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12 Tage nach Bildung der Oosporen setzt eine schwache Keimung ein 
die nach drei Wochen ihr Maximum erreicht und nach 4—5 Wochen nah 
zu abgeschlossen ist. Beim Vergleich mit Dunkelkulturen (siehe 23 
Kultur) zeigt sich deutlich eine keimférdernde Wirkung des Lichts. Am 
giinstigsten ist ma&Biges Tageslicht, dem die Tischkulturen ausgesetat 
waren. Sonnenlicht wirkt schadlich; hier tritt noch der Warmeeffekt 
hinzu, der nach vorhergehenden Betrachtungen zu Schadigungen de 
Sporen und zur Verminderung der Keimkraft fiihrt. Jedoch zeigten sick 
Lichtschidigungen auch beim Konstanthalten der Temperatur bei 21” 
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Abb. 5. Keimverlauf von Sporen, die wihrend ihrer Entwicklung unterschiedlichen Bedingungen: 
ausgesetzt waren. Die Kulturen wurden nach der Beimpfung entweder wihrend der ersten 12 T; 1g 
belichtet (ausgezogene Kurven) oder wihrend derselben Zeit verdunkelt (gestrichelte ere 
AnschlieBend wurden die Ruhesporen wie iiblich fiir weitere 19 Tage bei Dunkelheit verschied 
Temperaturen unterworfen und ab 10, VI., also zu dem mit einem Pfeil bezeichneten Zeitpunkt, I 
Arbeitsraum (20—23° und mibiges Tageslicht) gehalten und kontrolliert. 


5. Einflu8 der Ernihrung auf die Nachreifung 
und Keimung der Zygosporen. 


—— Cl 


Innerhalb einer Kultur werden nicht alle Zygosporen gleichzeitig aus 
gebildet, ja sogar an einer Hyphe kénnen verschiedene Entwicklungs 
stadien zu sehen sein. Bei den zuletzt entstandenen Oosporen herrsch: 
zweifellos eine gewisse Erschépfung der Nahrstoffe vor, so da es zwischer 
einzelnen Sporen zu quantitativen, vielleicht auch qualitativen Unter: 
schieden in bezug auf die Speicherstoffe kommen kénnte. Es wire nur 
zu priifen, ob diese erndhrungsphysiologischen Faktoren den Verlauf de: 
Nachreifungsvorgiinge beeinflussen kénnen, wie von BLACKWELL (1943 
und anderen vermutet wurde. | 

Kinleitende Experimente haben gezeigt, daB bei Saprolegnia dure 
hdhere Temperatur jegliche Reproduktion unterdriickt wird, wahrent 


| 
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vegetatives Wachstum noch durchaus méglich ist. Nach sehr lang anhal- 
tendem vegetativem Wachstum kommen auch unter ginstigen Tempera- 
turbedingungen keine Oogonien mehr zur Ausbildung, was auf einen 
Mangel an Nahrstoffen schlieBen la8t. 

Beimpfte Petrischalen wurden 9 Tage bei 30° kultiviert und die gut 
entwickelten Mycelien daraufhin bei Zimmertemperatur zur Oogon- 
bildung gebracht. Kontrollkulturen entwickelten sich zur selben Zeit 
unter normalen Bedingungen im Arbeitsraum. Nach Ablauf der Ruhe- 
periode wurde ihr Keimverhalten gepriift (Abb. 6: Kontrollkulturen, 
gestrichelte Kurven). Etwa 
10 Tage, nachdem bei ihnen 
einestiirkere Keimschlauch- 
bildung auftrat, setzte auch 
bei den _ ,,30°-Kulturen‘‘ 
(Abb. 6: ausgezogene Kur- 
ven) die Keimung ein. Der 
relativ steile Anstieg der 
Keimkurve deutet darauf - 
hin, daB mehr Sporen 
gleichzeitig zur Keim- 
schlauchbildung gelangen, 
was auf die raschere Oogon- 
bildung nach vorhergehen- 5 : 
der starker Mycelentwick- %” 4% % 2% Cae ul i 


lung hinweist. Der Ablauf f 
Abb. 6. Ausgezogene Kurven: Keimverlauf von Sporen, 


der Sporenruhe zeigt somit deren Entwicklung ein lingeres vegetatives Wachstum 


i (] inatim. _ (bei 30°) vorausging. Gestrichelte Kurven: Keimverlauf 
weitgehende Ubereinstim der Kontrollkulturen, die sich nach der Beimpfung im 
mung mit dem der Kon- Arbeitsraum normal entwickeln konnten. 


trollen. Da8B die Konzen- 

tration der Speicherstoffe in der Spore aber tatsichlich infolge der be- 
schriebenen Kulturmethode eine Verinderung erfahren haben muB, 
geht aus der verminderten Keimrate hervor. Bei einem relativ hohen 
Prozentsatz der Sporen wurde die Keimung wohl eingeleitet, doch kam 
es zu keiner Keimschlauchbildung mehr. Am 10. 6. waren es 14%, am 
16. 6. etwa 25% aller Sporen. 


6. Untersuchung der Ruheperiode mit Plasmolyseversuchen. 


. Als Begleiterscheinung der Nachreifungsprozesse zeigen sich bei 
manchen Samen und auch bei Sporen Permeabilitatsinderungen der 
Samenschale bzw. der Zygosporenwand. SEILER (1936) hat an Zygoten 
von Sporodinia grandis eine Abhangigkeit der Permeabilitat vom Alter 
nachgewiesen. Ruhende Zygosporen brauchen liangere Zeit bis zur 
Schrumpfung in Glycerin als junge oder keimfahige. al 

1 
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Wie unsere Versuche zeigten, vermag die Temperatur den zeitlichen 
Ablauf der Ruhephase nicht wesentlich zu beeinflussen ; demnach miSten 
sich die bei den verschiedenen Temperaturen aufbewahrten Sporet 
innerhalb einer Kulturserie auch in bezug auf ihre Plasmolysierbarkeit 
anndhernd gleich verhalten. 

Folgende Versuche bestatigen diese Annahme. Die Sporen wurden 
nach zwei- bis dreiw6chiger Behandlung mit verschiedenen phe | 
gepriift. Als Plasmolytikum wurde 0,1—1 m KNO, verwendet. 


] 

Es tauchten jedoch einige Schwierigkeiten auf: Die Sporenwand zeigte sich bei: 
Ruhesporen sehr wenig durchlassig, so daB sich die Versuche tiber eine langere, 
| 
| 


Viscositaét hinweist. Es trat daher keine Abhebung des Protoplasten ein, sonde 
zuniachst eine Deformierung der ganzen Spore, dann eine Hindellung der Spore 
wand. Dabei war die genaue Bestimmung der Plasmolysierbarkeit erschwert. 
SxrLEeR entfernte das Exospor, was die Beobachtung wesentlich erleichtert hat, bei 


Sporen von Saprolegnia aber nicht durchfiihrbar war. 7 . 


Als MaB wurde die Zeit gewahlt, nach der oon 50% aller Ruhe-: 
sporen eine Deformierung zeigten. Bei allen Kulturen wiesen die Messun-: 
gen iibereinstimmende Werte auf. Bei einer Konzentration von 0,5 m| 
KNO, trat nach 8—10 min bei ungefaéhr der Halfte aller Ruhesporen: 
Deformierung ein. Den geringsten Permeabilitaétswiderstand wiesen im! 
Absterben begriffene Sporen auf. Bei jungen Sporen, und solchen, bei! 
denen sich die bevorstehende Keimung bereits in einer Auflésung des: 
Oltropfens zeigte, trat Plasmolyse bei relativ niedrigen pianos 
ein: a 

In 0,2 m KNO, bei 83—5 Tage alten Pe aga nach 30—40 seC; ; 
in 04m 3.00 4 3, |) 2, imac 0 20cecnam 


Zeit erstreckten. Das Plasma haftet sehr fest an der Sporenwand, was auf on 


Diese Ergebnisse stimmen mit denen tiberein, die bei den Keimver- 
suchen gewonnen wurden: Die Sporen verhalten sich unabhiangig davon, 
ob sie bei niedrigen oder héheren Temperaturen aufbewahrt wurden, 
auch in bezug auf die Permeabilitaét ihrer Wand gleich. Weiterhin zeigt 
sich, da} die Keimzahl mit wachsender Durchlassigkeit der Sporenwand| 
zunimmt, was die Beziehung zwischen Wassergehalt und Aktivitétsgra i 
der Spore erkennen laBt. 


7 
oe 


¢. Einflu8 des Kernphasenwechsels auf die Ruheperiode. | 

Nach PrincsHErm (1874) sollen unbefruchtete Oosporen friiher zur 
Keimung gelangen als befruchtete, was jedoch von pr Bary (1881) ) im 
Zweifel gestellt wurde. Diese Frage muBte zunichst geklirt werden. | 


Zu allen bisherigen Versuchen dienten ausschlieBlich parthenogene-. 
tisch entwickelte Oosporen. Es galtnun zunichst, die geeigneten eae 


zur Gewinnung durch Befruchtung entstandener Oosporen herzustellen,. 


aM ae 
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Nach KaAvFFMANN (1908) soll eine geeignete Konzentration von Leucin und an- 
organischen Salzen die Ausbildung der Antheridien begiinstigen. Die Reproduktion 
dieser Versuche mit: 


a) 0,25% Leucin 

by MOKA seas 

c)05% . =++1,0% KNO, 
brachte stets negative Ergebnisse, so da8 anzunehmen ist, da8 bei friiheren Unter- 
suchungen keine reinen Substanzen verwendet wurden. 

Eine Beobachtung kam zu Hilfe: In offenen Kulturschalen traten ver- 
einzelt Antheridien auf, und zwar besonders dort, wo das Mycel der 
Wasseroberfliche nahe kam. Ahnliche Ergebnisse wurden bei Verwendung 
einer geeigneten Konzentration von H,O, (wenige Tropfen 3° H,O, je 
Petrischale) erzielt. Gute Sauerstoffversorgung beeinfluBt also offenbar 
die Antheridienbildung. 


_ Daraufhin angelegte sterile Objekttrigerkulturen, die in feuchten 
Kammern gehalten und haufig mit Frischwasser versorgt wurden, zeigten 
die Ausbildung von Antheridien. Sie ermdéglichten zugleich eine fort- 
laufende Beobachtung. Die Untersuchungen zeigten, da8 sowohl befruch- 
tete, wie unbefruchtete Oosporen nach 3—4 Wochen zur Keimung kamen. 
Ein unterschiedliches Verhalten bei der Keimung konnte durch Aus- 
zahlen nicht gefunden werden. 


8. Diskussion. 

Die Versuche, den Ablauf der Ruhephase der Zygosporen von Sapro- 
legnia durch einen lang anhaltenden EinfluB auBerer Faktoren zu modi- 
fizieren, sind negativ verlaufen. Das ist bemerkenswert, weil aus vielen 
Untersuchungen bekannt ist, daB kurzdauernde extreme Temperaturen 
und Behandlung mit Chemikalien die Ruheperiode zu brechen vermégen. 


Neuere Untersuchungen an Samen (Btnnina u. Missie 1951, 
Bunnine u. BaverR 1951) haben gezeigt, da dort die Ruheperiode in 
vielen Fallen unabhangig von Au8enfaktoren verlauft und zwar vor 
allem unabhangig von der Temperatur, bei der die Samen gelagert 
wurden. Es liegt daher sehr nahe, das Wesen dieser endogenen Zustands- 
ainderungen bei Samen mit dem der ebenfalls autonom verlaufenden 
Vorgiinge bei Sporen in Beziehung zu setzen. 

Die Frage nach den Faktoren fiir die Geschwindigkeit der wahrend der 
Ruhe ablaufenden Prozesse 1aBt sich vorerst nicht beantworten. Eine 
unterschiedliche Ausbildung der Sporenwand, die der Keimung einen 
mehr oder weniger groBen Widerstand entgegenzusetzen vermag, kann 
nicht entscheidend sein, da sich Ruhesporen sehr nahe verwandter Pilz- 
arten verschieden verhalten. Auch eine Beteiligung des Kerns bei den 
Vorgiingen der Sporenreifung 148t sich nicht nachweisen. J edenfalls 
zeigte sich kein Unterschied im Verhalten der durch Befruchtung ent- 
standenen und der parthenogenetisch entwickelten Oosporen. In diesem 


228 L. WEMMER: 


Zusammenhang muB8 noch eine Angabe von BLACKWELL (1943) erwahnt | 
werden. Bei Oosporen von Phytophthora cactorwm soll die Kernvel | 
schmelzung um einen Monat, und bei niedriger Temperatur (5°) noch 
linger verzogert sein, obwohl die Spore ihren Ruhezustand durch Aus. 
- pildung eines Oltropfens erreicht hat. Ehe es zur Keimung kommt, bedarf! 
die Spore einer weiteren 6—7monatigen Ruheperiode, die jedoch bei! 

einer Temperatur nahe tiber dem Gefrierpunkt auf 2 Monate abgekiirat 
werden kann. i 


Zusammenfassung. | . 

Die Ruheperiode der Oosporen von Saprolegnia ferax und deren | 
hangigkeit von AuBenfaktoren wurde untersucht. 

Bei Herstellung der geeigneten Oogonkulturen konnten einige Bool 
achtungen iiber die Wirkung von Umweltfaktoren auf die Ausbildung 
des Sporentyps gemacht werden, die eine determinierende Wirkung stoff 
wechselphysiologischer Vorginge méglich erscheinen lassen. ‘ 

Nach Entwicklung der Ruhesporen wurden diese bei verschiedenen’ 
Temperaturen (2—30°) gelagert, und nach zwei, bzw. drei Wochen: 
langer Behandlung unter Normalbedingungen (bei 23° und Tageslicht) 
zur Keimung gebracht. Die Ruheperiode erwies sich hierbei als | 
wesentlich beeinflu8bar. 

Plasmolyseversuche, die nach mehrwoéchiger Lagerung der Sporn 
durchgefiihrt wurden, ergaben, daB sich die Ruhesporen aller Kulturen: 
gleich verhalten. Immer zeigten unabhingig von der Art der Lagerung 
junge Sporen und solche mit beginnender Keimung die Plasmolyse schon: 
bei geringeren Konzentrationen des Plasmolytikums als Sporen, die sich 
in der Ruheperiode befanden. 

Licht, das wahrend der Sporenbildung geboten wurde, beeinfluBte 
den Entwicklungsablauf der Oosporen nicht. Die Keimungsgeschwindig- 
keit und Keimrate wurde jedoch durch maBiges Tageslicht erhoht. q 

Der Kernphasenwechsel scheint den Ablauf der Ruheperiode nicht zu 
beeinflussen. Die Keimung der Oosporen erfolgte zeitlich unabhangi 


davon, ob es sich um befruchtete oder parthenogenetisch entwickelte 


Bparen handelte. ’ 


Vorliegende Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Dr. BiNNING durch- 
gefiihrt. Fiir die Anregung und Forderung danke ich herzlich. 


Literatur. : 

Argns, K.: Untersuchung tiber Keimung und Cytologie der Oosporen von 
Plasmopara viticola. Jb. wiss. Bot. 70, 57 (1952). 

De Bary, A.: Untersuchungen tiber Peronoporaceen und Saprolegniaceen os 
die Grundlagen eines natiirlichen Systems der Pilze. Abh. Senckenberg. nat 
forsch. Ges. 12, 225 (1881). — Buackwextt, E.: The life- history of Phytophthora 
cactorum. Trans. Brit. Mycol. Soc. 26, 71 (1943). — Buwnrnc, E., u. E. Bauer: 
Uber die Ursachen endogener Keimfahigkeitsschwankungen in Samen, Bot. 40. 


Uber die Ruheperiode der Zygosporen von Saprolegnia. 229 


57 (1952). — Binnine, E., u. L. Misstu: Der Verlauf der endogenen Jahres- 
thythmik in Samen unter dem HinfluB verschiedenartiger AuBenfaktoren. Z. Natur- 
forsch. 6B, 108 (1951). 

GoppakD, D. R.: The reversible heat activation of respiration in Neurospora. 
Cold Spring Harbor Symp. Quart. Biol. 7, 362 (1939). — Gorrtins, D.: The phy- 
siology of spore germination in fungi. Bot. Review 16 (1950). 

Haweer, L. E.: Stimulation of the formation of perithecia of M.d. by small 
quantities of certain phosphoricesters of glucose and fructose. Ann. of Bot. 12, 77 
1948). — Hawker, L. E.: Physiology of fungi. London 1950. — Hawker, L. E., 
and §. D. CuaupHurt: Growth and fruiting of certain Ascomycetous fungi as— 
influenced by the nature and concentration of carbohydrates in the medium. 
Ann. of Bot. 10, 185 (1946). 

Kavrruann, C. H.: A contribution to the physiology of the Saprolegniaceae. With 
special reference to the variations of the sexual organs. Ann. of Bot. 22 (1908). 
— Kuzss, G.: Zur Physiologie der Fortpflanzung einiger Algen und Pilze. Jb. f. 
wiss. Beitr. 35, 80 (1900). 

PrinesHem, N.: Weitere Beitrage zur Morphologie und Systematik der Sapro- 
legniaceen. Jb. wiss. Bot. 9, 191 (1874). 

Scuiésser, L, A.: Geschlechtsverteilung und fakultative Parthenogenese bei 
Saprolegniaceen. Planta 8, 529 (1929). — ScHorrmr, W. H.: Versuche iiber die 
Wirkung von reinem krist. Vit. B auf Phycomyces. Ber. dtsch. Bot. Ges. 52, 308 
(1934). — Sumer, F.: Untersuchungen iiber Zygotenbildung und Zygotenkeimung 
bei Sporodinia grandis. Beih. Bot. Zbl. 54, Abt. A (1936). 

ZreciErrR, A. W.: A comparative study of zygotes in the Saprolegniaceae. J. 
Elisha Mitchell Sci. Soc. 64, 30 (1948). — Meiosis in Saprolegniaceae. Amer. J. Bot. 
10, 185 (1953). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 21, 8. 230—236 (1954). 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


Das Aktionsspektrum der Wachstumsbeeinflussung 
durch Licht bei Coprinus lagopus. 


Von 
GISELA SCHNEIDERHOHN. 


B 
Mit 2 Textabbildungen. ; 
(Hingegangen am 4. September 1954.) " 


Licht beeinfluBt bei Pilzen bekanntlich mehrere Entwicklungsvor 
ginge. Dabei zeigt sich eine starke Abhangigkeit von der Wellenlinge 
des eingestrahlten Lichts. So hangt bei einigen Arten die Bildung von 
Fruchtk6rpern in deutlicher Weise von der Wellenlinge ab, bei ander 
die Bildung von Zuwachszonen oder etwa das oe 
Wirksam ist der kurzwellige sichtbare Bereich (vgl. z. B. Borris, 
Sopets u. Bruece, SacromsKy); Wirkungen gréBerer Wellenlangen 
sind bisher bei Pilzen nicht bekannt geworden; das haingt wohl mit der 
Abwesenheit von Chlorophyll und verwandten Farbstoffen zusammen. 
Um diese Wirkung des kurzwelligen Lichts zu erklaren, hat man daran 
gedacht, daB Carotinoide, deren Absorptionsspektrum zwischen 400 und 
500 mu Maxima zeigt, die entscheidende Strahlungsabsorption voll- 
ziehen. Andere Untersuchungen haben ergeben, da Carotinoiden bei 
Lichtwirkungen auf Pflanzen, namentlich bei lichtbedingten Reiz- 
bewegungen tatsichlich eine erhebliche Bedeutung zukommt. Ihre Rolle 
ist aber bei diesen Bewegungen im wesentlichen wohl darin zu sehen, da8 
sie ein Strahlungsgefille erzeugen, also eine Schattenwirkung bedingen 
(Pau, Rervert). So kann z. B. die Wirkungsweise des Carotins beim 
Phototropismus der Avenakoleoptile und bei der Phototaxis von Algen 
mit ,,Augenfleck’ gedeutet werden. Fiir die Sensibilisierung photo- 
chemischer Prozesse scheint dagegen eine Absorption in anderen Pig- 
menten, insbesondere offenbar im Riboflavin (vgl. die Arbeiten von 
GaLsTon, REINERT, BRAUNER), wesentlich zu sein. 

So wurde es wiinschenswert, durch genaue Untersuchung des Aktion 
spektrums der Lichtwirkung auf die Formbildung bei Pilzen zu ent- 


scheiden, ob dieses dem Absorptionsspektrum von Carotinoiden oder von 
Riboflavin entspricht. 


1. Material und Methode. 


Die Versuche wurden an Coprinus lagopus durchgefiihrt. Aus den 


Arbeiten von Borris war bekannt, da die Formbildung seiner Frucht- 
k6érper vom Licht abhingt. 


q 
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a) Die Aufzucht. 


Aus Rohkulturen gewonnene Fruchtkérperstiickchen oder Sporen wurden auf 
terilisierten Mist iibergeimpft und so Reinkulturen gezogen. Dazu wurde frischer 
-ferdemist in einem mit Zellstoff verschlossenen Erlenmeyerkolben 1% Std 
ang bei 100° im Autoklaven erhitzt. Bei zu kurzer Sterilisationszeit entwickeln 
ich noch Phycomyceten, die Coprinus am Wachstum hindern; bei zu langer 
drhitzungsdauer (mehr als 45 min) wachst der eingeimpfte Coprinus nicht mehr an 
vgl. dazu auch VopERBERG). In der Impfkammer wurde der Mist nun in deckellose, 
nit feuchtem FlieBpapier ausgekleidete, sterilisierte Petrischalen (Inhalt 120 cm?) 
efiillt. Dem Nahrboden wurde dann noch (nach VopERBERG) eine Hefeauf- 
chwemmung zugesetzt (10 g Backerhefe in 150 cm? destilliertem Wasser, je Schale 
0 cm®). Die Stiele der Fruchtkérper aus den Rohkulturen wurden in Stiickchen 
yon weniger als 0,5 cm Lange geschnitten und dann gleichmaéBig im Mist verteilt. 
Da solche Fruchtkérperstiickchen starke vegetative Hyphenaussprossung zeigen, 
var das ganze Gefaif bald von Mycel durchsetzt, und nach 13—14 Tagen bildeten 
ich Fruchtkérper in relativ groBer Dichte. Nachteilig an dieser Art der Beimpfung 
var, da zusammen mit den Stielstiickchen fremde Pilzsporen tibertragen wurden. 
Diese Schwierigkeit lieB sich erst durch Impfung von Sporen beheben. Dazu 
vurde der Hut eines reifen Fruchtkérpers abgeknipst und leicht und méglichst 
fleichmaBig iiber die Petrischale ausgeschiittelt. Die Entwicklung war in diesem 
falle sehr schén dicht. Im Gegensatz zu den ersten Rohkulturen waren jetzt auch 
seine Nematoden mehr zu finden. Die so beimpften Nahrbéden kamen in einen 
[Thermostaten, der durch Wasserschalen, in die zur VergréBerung der Oberflache 
filtrierpapierstreifen eintauchten, feucht gehalten wurde. Die Pilze blieben bei 21° 
n volliger Dunkelheit, bis sich bei Sporenimpfung nach 10—12 Tagen die Frucht- 
<orper als kleine weiBe Piinktchen zeigten. Um dieses Stadium zu erfassen, be- 
rachtete ich die Schalen von Zeit zu Zeit im Rotlicht, das nach Borris keinen 
HinfluB auf das Wachstum hat. 


b) Die Bestrahlung. 


In dem jetzt erreichten Wachstumsstadium begann die Bestrahlung. Aus den 
Arbeiten von Borris war bekannt, dai bereits geringe Lichtintensitaéten gentigen, 
im die Etiolierung zu verhindern, und die eigenen Vorversuche ergaben, daB. eine 
Mikroskopierlampe ausreichte. Bestrahlt wurde intermittierend, wobei die Be- 
trahlungszeiten so ausgewahlt wurden, da8 ein gleichmafiges Wachstum erreicht 
wurde. Das Versuchsende war dadurch gegeben, daB 3—4 Tage nach dem ersten 
Sichtbarwerden der Fruchtkérper nicht im Dunkeln aufgewachsene Pilze ihren 
Stiel aufs Mehrfache strecken, wodurch dann keine vergleichbaren MeBwerte mehr 
a bekommen sind. Als MaB dient der von Borris angegebene Etiolementskoeffi- 
jient, namlich das Verhaltnis Gesamtlinge des Fruchtkorpers: Hutldnge. Diese 
Verhaltniszahl ist deshalb sinnvoll, weil bei der Etiolierung Hut und Stiel ihre 
Linge in entgegengesetztem Sinne andern, d. h. die Hutentwicklung bleibt rudi- 
nentar, wahrend am Stiel im Vergleich zu den Normalpilzen ein gesteigertes Zell- 
eilungs- und Streckungswachstum zu beobachten ist. — Die Pilze wurden am 
rsten Tage 3mal je 14 Std bestrahlt, wobei die einzelnen Lichtgaben im Abstande 
ron 3—4 Std einander folgten. Am zweiten Tage wurde 4mal in gleicher Weise be- 
trahit, am dritten Tag noch 3mal. 3 Std nach der letzten Bestrahlung wurden 
lie Pilze mit einer Pinzette vorsichtig aus dem Mist gezogen, auf Millimeter- 
yapier gelegt und mit Hilfe einer starken Lupe ausgemessen. 

Als Lichtquelle diente eine tibliche Mikroskopierlampe (6 Volt, 5 Ampére), die 
iber einen Transformator an das Lichtnetz angeschlossen war. Die Lampe 
atte als zusitzliche Lichtabdichtung eine Blechverkleidung und war mit einem 
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Halter versehen, um die verschiedenen Filter in den Strahlengang schieben 

kénnen. Verwendet wurden Interferenzfilter der Firma Schott u. Gen., Landsh: 
Bei der ersten Versuchsreihe handelte es sich um ,,Spektral-Farbfilter“ (Kennwo 
,FIL“). Beniitzt wurden die Filter mit den folgenden Higenschaften: 


Wellenlange des Maximums Maximale Durchlissigkeit ‘Halbwertsbreite i 
der Durchlassigkeit : 
my % ae 
415 25 11 
448 33 7 r] 
486 40 9 ® 
509 32 uit A 
533 36 9,5 : 
568 41 Le ’ 


Die zweite Versuchsreihe wurde mit ,,Interferenz-Linienfiltern“ (Kennwort 
,PIL“), durchgefiihrt, die zuverlassiger als die FIL-Filter sind. Deren Daten sind: 


y 


ye aap al Es 8 Maximale Durchlassigkeit Halbwertsbreite . 
my % my y 

447 32 ll 7 

460 25 7 ; 

477 36 8 j 

491 29 9 ; 

¥ 


Die Lampe war so an einem Stativ befestigt, da das Licht in einem pars 
Strahl von oben auf die Pilzkulturen fiel. 

Die Lichtstirke muBte je nach Filter wegen der verschiedenen meadmallie 
Durchlassigkeiten mit Hilfe des regelbaren Transformators variiert werden, um mit 
den verschiedenen Wellenlingen in gleichen Zeiten gleiche Lichtmengen ein- 
strahlen zu kénnen. Die eingestrahlte Energie betrug 2,24 - 10~® cal/cm? + sec, was 
etwa der eines WeiBlichts von 65 Lux entspricht, Die Energie wurde mit ne 
von Photozelle und Luxmeter eingestellt. Diese waren. vorher durch einen Mu 
flex-Galvanometer mit einer andern Photozelle, deren spektrale Empinihs 
genau bekannt war und eingeeicht wurde, geeicht worden. ! 

a 
2. Das Aktionsspektrum. 

Nach Bestrahlung mit den einzelnen Filtern wurden die in Abb. 
wiedergegebenen Etiolementskoeffizienten ermittelt. , 

Die Kurve der mit den FIL-Filtern erzielten Werte zeigt ein klare: 
Maximum zwischen 440 und 460 my. Die im blauen Licht bei der Wellen 
lange 448 my aufgewachsenen Pilze sind nicht etioliert und verhalter 
sich wie im Tageslicht aufgewachsene Pilze. Vom Maximum nach linge 
ren Wellen zu fallt der Etiolementskoeffizient steil ab, und die bei de 
Wellenlinge 568 my aufgewachsenen Pilze gleichen in ihrem Habitu 
schon weitgehend den villig etiolierten Pilzen, was sich unter anderen 
auch darin zeigte, daB sie gleich den Dunkelpilzen je Petrischale di 
wenigsten Fruchtkérper entwickelten. — Die mit den zuverlissigere) 

4 
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IL-Filtern erhaltenen Werte, die sich nur auf den Abfall vom Maximum 
ach lingeren Wellen zu erstrecken, bestitigen die Aussage der FIL- 

Uterkurve in diesem Gebiet. Aus ihnen geht ferner hervor, daB zwischen 
50 und 490 my nicht etwa noch ein zweiter deutlicher Gipfel folgt, son- 
ern daB der Abfall stetig ist. 

Die Eigenart der Filter bedingt eine Verzerrung des Aktions- 
pektrums, denn sie lassen nicht nur die angegebene Wellenlinge 
Wellenlange des Maximums) 

durch, sondern auch Licht lan- T ] 
gerer und kiirzerer Wellenlingen, 

wobei die Durchlissigkeitskurve ~* at SN 
ie Form einer Glockenkurve 
at. Das hat zur Folge, daB die 
Etiolementskurve in ihrem Abfall 
einen zu kleinen Etiolements- 
koeffizienten anzeigt, die Kurve 
also noch steiler absinken miiBte. 
Das Filter 568 my, das Licht 
von Wellenlangen bis zu 550 und 
540 my durchlaBt, hat kaum meB- 
baren morphogenetischen Effekt. 
Da ferner das niachste Filter 
533 my eine merkbare Durchlas- 
sigkeit bis zu etwa 520 my hat, 
k6nnen wir die Grenze der Wirk- 
samkeit von Licht auf die Form- 
bildung zwischen 530 und 550 my 


Etiolementskoeffizient 


40 


447 460 477 491 500 mL 
45 { nl 


' if 
400 416 448 


486 509 533 
Wellenlange 


568 mr 600 


Abb. 1. Abhangigkeit der Etiolementsverhinderung 


annehmen. Borris setzte die 
Grenze nach seinen Versuchen 
auf 500—540 mu, was mit diesen 
Werten gut iibereinstimmt. — 
Durch den angegebenen systema- 
tischen Fehler konnen ferner 
auch kleine Maxima sozusagen 
,eingeebnet’ werden. 

Die Einzelwerte zeigen eine ver- 


von der Wellenlinge des eingestrahlten Lichts. 
Abszisse: Wellenlange. Ordinate: Etiolementskoef- 
fizient (Verhaltnis von Gesamtlange der Frucht- 
k6érper zu Hutlinge). I. Aufgenommen mit den FIL- 
Filtern. II. Aufgenommen mit den PIL-Filtern. 
Die senkrechten Striche geben die mittleren Fehler- 
bereiche der abgebildeten Mittelwerte an. Jeder der 
dargestellten Werte ist ein Mittelwert aus 66 bis 
131 Einzelwerten. Der Etiolementskoeffizient im 
Tageslicht aufgewachsener Pilze betrug 2,31 -+ 0,04 
(nach 20 Hinzelmessungen). Fiir die im Dunkeln 
aufgewachsenen Pilze betrug der Koeffizient 
5,00 -+- 0,15 (nach 40 Hinzelmessungen). 


haltnismaBig hohe Schwankungs- 

breite. Darin kommt wohl einmal die enorme Empfindlichkeit von Copri- 
nus lagopus gegen Licht und mechanische Reize zum Ausdruck. Die auf- 
fallende VergréBerung der Schwankungsbreite parallel der Zunahme des 
Etiolementskoeffizienten hangt vermutlich mit dieser Lichtempfindlich- 
keit zusammen. Denn es waren z. B. Netzschwankungen, die bis zu 1/20 
der eingestrahlten Lichtmenge betrugen, nicht zu vermeiden. Mechanisch 
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gereizt wurde méglicherweise bei der Herausnahme der Petrischale 7 
aus dem Thermostaten. Zum andern aber ist die Ursache der Fehler 
breite, wie besonders Borris erwihnt hat, in der UngleichmaBigkeit de 
Substrats zu suchen, und man darf wohl annehmen, da8 dieser Faktor 
stark stort, zumal man ihn nur wenig kontrollieren kann. 
An Hand des vorliegenden Aktionsspektrums kann die Natur des 
Lichtreceptors — Riboflavin oder Carotinoid — nur mit einiger Vorsicht 
beurteilt werden. Zwar kommt den einzelnen Me8punkten wegen der 
Mittelbildung aus einer ziemlich grofen Zahl von Einzelwerten eine ge 
niigende Realitaét zu, doch sind die Unterschiede in den Spektren nich 
allzu gro8. Beziiglich des Carotins miissen wir beachten, daB és in de 
Pfianze in verschiedenen Formen vorkommen kann. Ist es in Lipoiden: 
gelést, kénnen wir das Spektrum zugrunde legen, das man durch a 
nahme von in Lipoidlésungsmitteln geléstem Carotin erhalt. Dieses; 
Spektrum zeigt 2 Gipfel zwischen 440 und 500 mu, deren Maxima je: 
nach dem Lésungsmittel etwas variieren. In diesem Fall bietet die Zwei! 
gipfligkeit eine Unterscheidungsméglichkeit gegeniiber dem eingipfligen: 
Riboflavin-Aktionsspektrum. — Wenn dagegen das Carotin als un-: 
geléster Stoff vorliegt, miissen wir das Aktionsspektrum mit dem des: 
kolloidalen Carotins vergleichen (REINERT). Dieses Spektrum zeigt nicht! 
oder kaum die Zweigipfligkeit von geléstem Carotin, und sein Maximum}| 
ist nach kiirzeren Wellenlingen verschoben. Es ist mit dem Riboflavin. 
spektrum noch ahnlicher geworden. Die beiden Spektren unterscheiden: 
sich jetzt nur in dem Gebiet zwischen 445 mu (dem Maximum des Ribo-: 
flavins) und 415 my (420 my = Maximum des §-Carotins). Denn eine: 
Riboflavinkurve mu8 in diesem Gebiet genau so schnell absinken wie: 
vom Maximum nach lingeren Wellen zu, wihrend eine B-Carotinkurve’ 
weiterhin ansteigen miiBte. | 
Der Verlauf des vorliegenden Aktionsspektrums im Gebiet von seinem| 
Maximum nach lingeren Wellen zu ist durch zahlreiche MeBpunkte ge-. 
sichert. Man kann eindeutig feststellen, daB® hier kein zweites Maximum} 
existiert. In das Gebiet vom Maximum nach kiirzeren Wellen fallt der} 
MeBpunkt 415 my. Sein Wert ist gegeniiber dem Maximum deutlich ab-. 
gesunken. | 
Somit sprechen die Versuchsergebnisse stark gegen die Annahme, da} 
Carotinoide die entscheidende Strahlungsabsorption vollziehen. Dagegen: 
erfillt das Aktionsspektrum die Kriterien eines Riboflavin-Absorptions-. 
spektrums. Das Maximum eines Riboflavinspektrums liegt bei 445 my. 
‘ 

3. Priifung auf Gegenwart von Carotin. é 

Die folgenden Versuche sollten die An- oder Abwesenheit von Carotin: 
feststellen. Denn falls der Nachweis gefiihrt werden konnte, da Carotin: 
iiberhaupt nicht anwesend sei, war dies eine Bekriftigung fiir die auf 
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srund des Aktionsspektrums der Etiolementsverhinderung gezogenen 
schluBfolgerung iiber die Bedeutungslosigkeit von Carotin bei der ent- 
cheidenden Strahlungsabsorption. 


a) Farbreaktion. 

Um die Farbreaktion auf Carotinoide durchzufiihren, wurden im 
icht gewachsene, bei 40° im Thermostaten getrocknete Pilze verwendet. 
sie ergaben 400 mg Trockensubstanz, die im Morser fein zerrieben und 
nit 30cm? Ather méglichst unter Luftabschlu8 2 Stunden unter ge- 
egentlichem Schiitteln stehengelassen wurden. Nach Absaugen auf einer 
Nutsche konzentrierte ich das Filtrat im Vakuum bei Zimmertempe- 
atur auf wenige Kubikzentimeter. Die Lésung zeigte eine hellgelbe 
Farbe. Mit ihr wurde jetzt der Farbnachweis nach Motisou auf Carotin 
versucht, indem sie mit konzentrierter Schwefelsiiure unterschichtet 
wurde. Es zeigte sich eine intensive Braunrotfarbung, wahrend alle 
Jarotinoide eine starke Blaufarbung ergeben. 


b) Spektroskopische Prifung. 


340 mg Pilz-Trockensubstanz wurden mit Chloroform extrahiert. Die 
Farbe war wieder deutlich gelb. Die Lésung wurde auf 5 cm? bei Zimmer- 
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Abb. i Absorptionskurve von Chloroformextrakten aus Fruchtkérpern. Die Konzentration der 
Lésung von Kurve 2 betrigt etwa '/, der von Kurve 1. 


temperaturim Vakuum eingeengt und in eine Cuvette gefiillt. Von dieser L6- 
sung wurde jetzt mit Hilfe eines Spektralphotometers mit dem Monochro- 
mator (MQ 4) von Zeiss-Opton das Absorptionsspektrum aufgenommen. 
- Die Absorptionskurve (Abb. 2) zeigt einen kontinuierlichen Abfall in 
der Absorption nach lingeren Wellen zu. Der Abfall ist zwischen 290 mu 
und 320 my sehr steil und wird dann langsam flacher. Es zeigen sich 
keinerlei Banden. Die gelbe Farbe des Extrakts riihrt also von der 
yeringen kontinuierlichen Absorption im blauen Teil des Spektrums her. 
Uber die Natur des gelben Farbstoffs etwas auszusagen, ist auf Grund 
des wenig charakteristischen Absorptionsspektrums nicht méglich. 


236 G. ScuyerpERHOHN: Wachstumsbeeinflussung durch Licht b. Coprinus lagopus, 


Es findet sich somit keinerlei Andeutung fir das Spektrum einés 
carotinartigen Stoffes. 
Das gefundene gelbe Pigment kann den Verlauf eines Riboflavinabsorp: 
tionsspektrums etwas modifizieren, aber nicht wesentlich andern, da es it 
dem in Frage kommenden Bereich zwischen 400 und 500 my einen stetigen 
Abfall in der Absorptionskurve zum Langwelligen zeigt. Ein Riboflavin. 


geschwacht werden (wenn der Farbstoff keine Sensibilisierung hervorruft 

Die Problemstellung dieser Arbeit ist damit in dem Sinne a 
wortet, daB bei Coprinus lagopus keinesfalls ein Carotinoid als Licht- 
acceptor wirkt, sondern daB diese Funktion Riboflavin oder ein ahn4 
lich absorbierenden gelber, nicht lipoidléslicher Farbstoff ausiibt. 


es ie gel 


Zusammenfassung. 
1. Das Aktionsspektrum der Etiolementsverhinderung bei Fruc .- 
kérpern von Coprinus lagopus ist eine eingipflige Kurve mit on 
Maximum zwischen 440 und 460 my. Die langwellige Grenze der Wirk; 
samkeit liegt etwa bei 530 my. Die Kurve ahnelt dem Absorptions: 
spektrum des Riboflavins. ] 
2. Die Fruchtkérper von Coprinus lagopus enthalten kein Carotinoid| 
Kin vorhandener lipoidléslicher gelber Farbstoff ist unbekannter Natur; 
Er absorbiert stark im UV, im Bereich zwischen 400 und 500 my relatiy 
wenig. Da seine Absorption hier mit zunehmenden Wellenlangen kon: 
tinuierlich abnimmt, kann er den Verlauf eines Riboflavin-Aktions: 
spektrums nicht wesentlich andern. 4 


Diese Untersuchung wurde auf Anregung von Herrn Prof. Dr. E. BuNNINe 
durchgefiihrt. Dafiir und fiir das Interesse, das er dieser Arbeit entgegengebracht 
hat, danke ich herzlich. 7 | 
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(Aus dem Institut fiir biochemische Technologie und Lebensmittelchemie 
der Technischen Hochschule Graz.) 


Zur Anreicherung und Wirksamkeitsbestimmung 
von Bakterienlipasen. 


Von 
G. GORBACH, G. DEDIC und K. LORENZ. 


Mit 6 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 26. August 1954.) 


Wahrend quantitative Studien an tierischen Lipasen und solchen aus 
h6heren Pflanzen schon gehauft vorliegen, sind Untersuchungen iiber 
Bakterienlipasen sparlich. Sie stoBen, infolge der geringen Aktivitat der 
Mikrobenlipasen, auf erhebliche Schwierigkeiten. Eine Reihe von Arbeiten 
beschaftigte sich mit der Frage der Spezifitat von Mikrobenlipasen. 
Wahrend Bakterienlipasen vorwiegend lipolytischen Spaltungscharakter 
zeigen, wobei in erster Linie Triglyceride von Fettsiuren mit nied- 
rigerem Molekulargewicht bevorzugt werden, spalten Lipasen aus 
Schimmelpilzen auch kraftig Fette auf oxydativem Wege (HorowitTz- 
Wuassowa u. Livsouirz, 1935; Cottins u. Hammer, 1934). Die Fette 
sollen mindestens 0,3°% Wasser enthalten, um das Bakterienwachstum 
zu ermoglichen. 

Es hatte sich wiederholt gezeigt, daB bakterielle Fettspalter, die im 
qualitativen Test ein gutes lipolytisches Vermégen zeigten, bei quanti- 
tativen Versuchen versagten. Um bei solchen auch mit geringem Auf- 
wand befriedigende Ergebnisse zu erzielen, mu eine verfeinerte Arbeits- 
methodik angewendet werden. Daf die mikrochemische Untersuchungs- 
methodik bei der Durchfihrung solcher mikrobiologischer Forschungen 
besondere Bedeutung besitzt, soll die vorliegende Arbeit zeigen. 


1. Die Auswahl aktiver Bakterrenstimme. 


Uber qualitative Nachweismethoden zur Feststellung lipatischer Tatigkeit von 
Mikroorganismen berichteten eine Reihe von Forschern (E1skMAN, 1901; OnLA- 
JENSEN, 1902; S6uNGEN, 1911; Kunpat1, 1914; Berry, 1933; CoLLins u. HAMMER, 
1934; Jensen u. Grertre, 1937). Aus ihren Untersuchungen geht tibereinstimmend 
hervor, daB sie die durch lipolytische Prozesse gebildeten freien Fettséuren in 
Seifen iiberfiihren, die mit Hilfe von Indicatoren leicht nachweisbar sind. 


Wir haben nach der Berryschen Methode insgesamt 35 aerobe und 
6 fakultativ anaerobe, aus verschiedenem natiirlichen Material isolierte 
und rein geziichtete Bakterienstamme auf ihre lipolytische Spaltungs- 


fahigkeit gepriift. Unter ihnen zeichneten sich 4 aerobe Arten als kraftige 
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Fettspalter aus, die nach der Systematik (MicuLa, 1897; MatzuscHiTa, 
1902) folgende Stamme waren: Micrococcus nacreaceus (aus Walderde), 
Bacterium fluorescens fulvus (aus Hiihnerfaeces), Bacterium smaragdinus 
foetidus Reimann (aus Gartenerde), Bacterium sprodigiosum (aus der 
Luft). 

Micrococcus nacreaceus und Bacterium prodigiosum dienten als Ve 
suchsstimme fiir die vorliegende Arbeit. 


durch Micr.nacreaceus und Bact. prodigiosum. 


Die in den Kulturansitzen eingetretene Fettspaltung wurde mit Hilfe 
der mikrochemischen Methoden zur Kennzahlenbestimmung der Fette 
nach GorBACH (1944) festgestellt. Als Ma8 fiir die Lipasewirkung diente 
in erster Linie die Sdurezahl, die sich durch Neutralisation der gebildeten- 
Fettsiuren mit Lauge ergibt. Da die erhaltenen Resultate untereinander 
vergleichbar sein miissen, haben wir ein synthetisches Nahrmedium, aut 
dem die Versuchsstimme optimales Wachstum zeigten, benttzt. 


Seine Zusammensetzung: 


0,1 g CaCl, sice. 0,01 g FeCl, 10,0 g Bacto-Pepton D 
0,3 g MgSO, - 7 H,O 4,08 g KH,PO, ~ 30,0 g Glycerin 28° | 
0,1 g NaCl 5,22 g K,HPO, 15,0 g Agar-Agar 


mit dest. Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. 


Zum Versuch selbst wurden nur gleichdimensionierte Reagensgliser verwende 
zur Sterilabfiillung einiger Medien eine von FuUHRMANN angegebene Apparatur, — 
Die vorsterilisierten, abgemessenen Fettmengen wurden in den Eprouvetten i 
verfliissigten Agar kraftig emulgiert und die Emulsionen rasch erstarren gelassen, — 
Die Beimpfung erfolgte mittels Normalése aus einer auf Keimdichte eingestellte: 
Bakteriensuspension. Nach beendeter Versuchsdauer wurde der Agar im Wasser- 
bad kurz bis zur Verfliissigung erwarmt, wobei sich der seinerzeit emulgierte Fett- 
stoff wieder an der Oberflache sammelte. Nach Erstarren der Agarsiule konnte nie 


Fett mit 3 ml Ather aufgenommen werden. Zwischen reiner Agar- und Fettschich 
gab es in allen Roéhrchen eine Mischschicht, die Bakterien, Nahrboden- und Fetteil | 
enthielt. Mit Hilfe des Spatels wurde diese noch in ein Extraktionsschalchen auf- 
genommen, dann im Vakuumexsiccator getrocknet und danach 2 Std im Mikro- 
extraktor nach Gorpacu (1954) mit Ather extrahiert. Die nachstehend angefiihrte 
Kennzahlen sind Ergebnisse aus der Untersuchung der beiden vereinigten Fett 


extrakte. | 


Die graphischen Darstellungen Abb. 1 und 2 zeigen an Hand von 
Saure- und Verseifungszahlen, daB die optimale Spaltung von Butter- 
fett durch Microc. nacreaceus nach 20 Tagen bei pg 6,1—6,7 eintritt. 
Bact. prodigiosum spaltet optimal in derselben Zeit, aber bei einem val 
Wert von 7,3. Die Tab. 1 gibt AufschluB iiber die in den Kulturen nac 
2, 7 und 14 Tagen vorhandenen Keimzahlen, welche mit einem Agar- 
plattenverdiinnungsverfahren ermittelt wurden. ErwartungsgemaB geht 
aus den Keimzahlen hervor, daB das Vermehrungsoptimum beider Arten. 
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zwischen 2 und 7 Tagen liegt. Bei beiden Bakterienstimmen fallt auBer- 


dem die héchste Keimzahl in den py-Bereich der optimalen lipolytischen 
Spaltung. 
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Abb. 1. Verlauf der lipatischen Spaltung von Butterfett, in Nihragar emulgiert, unter der Hin- 
witkung von Micr. nacreaceus und Bact. prodigiosum, ermittelt aus der Séurezahlbestimmung 
innerhalb von 5 Wochen Kulturzeit bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 
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Abb. 2. Lipatische Spaltung von Butterfett-Agar-Emulsionen durch Mier. nacreaceus und Bact. 
prodigiosum, ermittelt aus der Verseifungszahl des Butterfettes innerhalb von 5 Wochen Kulturzeit 
bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 


Auch geanderte Nahrstoffverhiltnisse fiihrten bei beiden Bakterien- 
arten unter gleicher Versuchsanordnung zu keiner gesteigerten Fett- 
spaltung. Dabei wurden von Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen 
Glycerin (3 und 6%), Dextrose (3%) und Asparagin (1%) geprift. Bei 
diesen Versuchsreihen waren zwar ungiinstigere Kurvenwerte fiir die 
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Keimzahlen von Micr. nacreac. (M.n.) und Bact. prodig. (B. p.) auf synthetischem, mit Butterfett emulgiertem Ndhragar, 


Tabelle 1. 


nach 2, 7 und 14 Tagen Kulturdauer und bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 


G. Gorsacu, G. Depic und K. Lorenz: 
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Butterfettspaltung erzielt worden, doch lage 
sie ebenfalls innerhalb des schon beschrieben 
optimalen py-Bereiches. Eine ahnliche Beot 
achtung, wonach Nahrstoffe auf die Lipasebi 
dung durch Mikroorganismen keinen besonder 


3. Fermentanreicherung durch 
Zerschdumung. 


langeren Zeitraum hin bei unverminde 
Aktivitat zu erhalten. Bei Stabilisierungsver- 
suchen mit Toluol blieb die Fermentaktivitat 


daher an die Gewinnung eines fermenthaltigen 
Trockenpraparates gedacht. 


geringer Konzentration vorhandene Fermente han- 
delte, ware die Verarbeitung groBer Mengen an’ 
Kulturfliissigkeit und organischen Lésungsmitte | 
erforderlich gewesen. Dieser Weg war kaum gan 
bar. Hin neueres Verfahren fiir die Fermentreinigu 
beschrieben OstwaLp u. Mitarb. (1940) in der Ze 
schéumungsanalyse. Bei dieser sehr schonenden For | 
der Adsorptionsanalyse treten die Adsorptionsproze 
in der Grenzschicht zwischen fliissig-gasformige 
Medium auf. Beim Durchleiten von Gasen dur 
Plissigkeiten lassen sich die Ausgangslésungen fra. 
tionieren, indem gewisse kolloide Bestandteile sich v 
wiegend im tiberstehenden Schaum, dem sogenann 
Spumat, andere hingegen in der zuriickbleibenden’ 
Flissigkeit, dem Riickstand, anreichern. Dabei i 
die Starke des Gasdruckes, entsprechend der Art der! 


| 


ein zweites bei py = 4,5, wo die Anreicherung d 
Fermentes im stabilen Schaum des Spumates erft 
gen soll. 
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Kigene Vorversuche mit fermenthaltiger Kulturfliissigkeit von Bact. 
prodigiosum ergaben, daB diese bei py 5,0 und konstant gehaltenem, 
geringem Gasdruck einen stabilen Schaumanteil des Spumats, der bei 
38° C innerhalb von 12 Std trocknet und danach pulverisierbar ist, 
liefert. Die Trocknung bei héherer Temperatur oder im Vakuum ist 
infolge des raschen Zerplatzens der Schaumblasen bei gleichzeitiger Ab- 
sonderung einer nur schwer trocknenden Fliissigkeit zu vermeiden. 
3 Liter aktiver Kulturfliissigkeit ergaben nach der Zerschiumung durch- 
schnittlich 3g, also etwa 1°) aktives Fermentpulver von Bact. prodi- 
giosum. 


Die Gewinnung des Fermentpulvers aus Kulturen von Microc. 
nacreaceus stie® anfangs auf Schwierigkeiten. Diese Bakterienart zeigt, 
selbst unter Optimalbedingungen, eine relativ niedrige Vermehrungs- 
geschwindigkeit, die wohl durch eine rasch zunehmende Alkalisierung 
des Milieus bedingt ist. Nachdem die Verwendung gut gepufferter Nahr- 
l6sungen dieses Alkalisierungsvermégen nur teilweise verhindern konnte, 
wurde das py-Optimum wiahrend der gesamten Kulturzeit durch sterile 
Saurezugaben konstant gehalten. So war es dann moglich, nach einer im 
Ppu-Bereich von 4,5—5,5 geftihrten Zerschéumung einen zahen, innerhalb 
von 48 Std bei 38° C trocknenden Schaumanteil des Spumates zu er- 
halten. Sobald der py-Wert wahrend der Zerschaumung 6,0 tiberstieg, 
lieB sich kein pulverisierbares, stabiles Trockenpraparat mehr gewinnen. 
Das Fermentpulver von Microc. nacreaceus war gelblichweiB, die Aus- 
beute aus 3 Litern Kulturflissigkeit nur rund 2 g. 


4. Wirksamkeitsbestimmung und Higenschaften 
der getrockneten Bakterienlipasen. 


a) Zur Wirksamkeitsbestimmung. 


Die in der Literatur von WrIisTATTER (1940) fiir Pankreaslipase an- 
gegebene Bestimmungsmethode war hier direkt nicht verwendbar. 
Voraussetzung ist bei ihr ein im Verhaltnis zu den vorliegenden Bak- 
terienlipasen hoch aktives Praparat, und auBerdem arbeitet die Methode 
mit gréBeren Versuchsmengen und -ansdtzen. Unter Zugr ndelegung der 
Wi.tstTArrerschen Bestimmungsmethode in Verbindung mit dem mikro- 
chemischen Arbeitsverfahren nach GorBacH (1940, 1944, 1954) wurde 
daher eine entsprechende Mikromethode zur Lipasebestimmung auch 
wenig aktiver Praiparate ausgearbeitet. 

Arbeitsgang und Ansatzschema: 1 ml aktiver Lésung (Ferment), 0,2 ml Sub- 
strat, 1 ml Puffergemisch von optimalem py-Wert in Glaskélbchen mit eingeschlif- 
fenem Stopfen (Jodzahlkélbchen) kraftig mischen und bei Optimaltemperatur in 
entsprechenden Zeiteinheiten reagieren lassen. Danach den Ansatz mit einem 


Lésungsmittelgemisch von Athylalkohol (96%) und Athylather (10 ml ls 3 ml) in 
einen Mikrobecher iiberfiihren und nach Zusatz von Thymolblau als Indicator mit 
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0,5 n alkoholischer Kalilauge titrieren. Gleichbehandelte Blindproben in Abrech 
nung bringen. Zur Titration dient die GorBpacusche Membranmikrobiirette, die 
1 Mikroliter genau ablesen und noch 0,1 Mikroliter abschatzen 1aBt. 

Wie verschiedene Versuchsreihen ergaben, eignete sich vorgereinigtes Tributyri 
das vielfach fiir stalagmometrische Lipasebestimmungen dient, hier als Substrat 
besser als das allgemein gebrauchliche Olivendl.. Das Tributyrin unterliegt eine! 
kraftigen Spaltung selbst durch schwach aktive Lipasepraparate, wie sie beispiels- 
weise aus Mikroorganismen erhalten werden, und liefert somit gut ablesbare Ti- 
trationswerte. Es ist allerdings darauf zu achten, daB die fiir die optimale Spaltungs 
reaktion nétige Wasserstoffionenkonzentration wihrend der gesamten Reaktions 
dauer streng eingehalten wird. Bei py-Werten tiber 9,0 unterliegt das Tributyrin 
einer gewissen Eigenspaltung. Es wurde der Pufferung daher besondere Beachtung 
gewidmet und aufer den bekannten Phosphatpuffergemischen noch besser der von 
Srern (1931) fiir enzymatische Untersuchungen empfohlene Veronal-Natrium- 
Puffer verwendet, der den py-Bereich von 6,5—9,8 gut erfaBt. 

Die Tab. 2 zeigt, welcher Anreicherungseffekt bei der Zerschaumung 
der Kulturlésungen beider Bakterienarten erzielt werden kann. Der 
theoretische und praktische Anreicherungsfaktor (AF) in der Tabelle 
berechnen sich aus den Formeln: 

g Ausgangskulturlosung 
AP 4. se Se eee 

g gewonnenes Fermentpulver 
ul 0,5 n KOH/1000 mg Fermentpulver 
ul 0,5 n KOH/1000 mg Ausgangskulturlésung ; 


AF yy = 


Tabelle 2. Wirkungsgrad der Zerschéumung. 


Lipolytische Aktivitét in “1 0,5 n KOH von Anreicherungsfaktor 


Kultur 1 ml Ausgangs- | 1 ml Zerschiu- | 10mg Ferment- AF AF 
kulturlésung /mungsriickstand pulver ais Bas 


Micr. nacreaceus | 7 
I aes 4B 0 39 
II 5 0 37 
Til 6 0 41 
Mittel: 5,7 0 39 1500 x 684 x 
Bact. prodigios. | | 
I 6 2 24 
II 6 2 25 i 
iil 6 2 23 4 
Mittel: 5,7 eee Gaie:. 1000 x | 421x 7 


In beiden Fallen konnten durch die Zerschaumung also 40—45% aah 
theoretisch konzentrierbaren lipolytischen Aktivitiit in den Ferment- 
pulvern angereichert werden, so da bereits wenige Milligramm davo 
geniigen, um die Fettspaltung zu messen. Wesentlich ist ferner, daB das 
gewonnene Fermentpulver bei Aufbewahrung im Exsiccator und nied- 


riger Temperatur seine volle Aktivitét durch Monate unverindert bei- 
behiilt. t 


. 
. 
} 


Anreicherung und Wirksamkeitsbestimmung von Bakterienlipasen. 243 


b) Die Higenschaften der getrockneten Bakterienlipasen von 
Micr. nacreaceus und Bact. prodigiosum. 


= wurden die pq-Abhingigkeit und der optimale Temperaturbereich 
der pulverisierten Bakterienlipasen in feststehenden Zeiteinheiten ge- 
prift. Die graphische Darstellung in Abb. 3 zeigtdie mit der Mikromethode 
dabei erzielten Ergebnisse. Das py-Optimum fiir beide Bakterienlipasen 
lag zwischen 8,0 und 8,5, ihre optimalen Reaktionstemperaturen waren 


30 
t °C] —= 


Abb. 3. Temperatur- und pyg-Optimum der Lipasen von Microc. nacreaceus und Bact. prodigiosum. 


— — — Mier. nacreaceus; Bact, prodigiosum. 

45° C. Bezogen auf die bei 45°C maximal spaltbare Menge des Sub- 
strates (100%) werden durch prodigiosum-Lipase bei 10° noch bis zu 
30%, bei 60° C nur mehr 8% des Substrates Tributyrin gespalten. Beim 
Lipasepulver aus Micr. nacreaceus sinkt die Fermentaktivitét mit 
Temperaturerhéhung iiber das Optimum so rasch, daB bei 60° C nach 
Astiindiger Reaktionsdauer keine Spaltung mehr gemessen werden kann. 
Das Ferment wird also bei dieser Temperatur wohl sofort geschadigt. 


5. Versuche zur vergleichenden Aktivitits- 
bestimmung von Bakterien- und Pankreaslipase. 

Fir die Aktivitaétsbestimmung der Bakterienlipasen waren aus den 
im vorigen Kapitel genannten Griinden die Methoden der Literatur nicht 
ohne weiteres verwendbar. Wir haben uns ein Pankreaslipasepraparat 
nach Vorschrift hergestellt und dessen Aktivitit einerseits nach WILL- 
sTATTER (1940) und andererseits nach unserem titrimetrischen Ver- 
fahren, mit Tributyrin als Substrat, bestimmt. 

Unser Pankreaspriparat hatte danach folgende EHigenschaften: 
1 WuusrdttErsche Lipase-Einheit (LE) entsprach 776,5 mg unseres 


g 
SI 


76/spaltun, 
cS) 


Olive: 
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Pankreaspriiparates, sein Lipase-Wert (LW) betrug dementsprechend — 
0,0129. wae 
In der graphischen Darstellung (Abb. 4) ist seine Olivenélspaltung 
unter den geforderten Bedingungen aufgetragen. 
Die Tributyrinspaltung durch dasselbe Pankreaspulver, unter Be 
riicksichtigung verschiedener Fermentmengen innerhalb einer 1 stiindigen 
Reaktionsdauer, vermittelt die graphische Darstellung in Abb. 5. Nach 


Berechnung der Spaltungs-Zeit-Werte -, wobei x die verbrauchte— 


w 200 400 600 800m: } 
g Pankreaspraparat 


Pankreaspraparat 
Abb. 4. Aktivitiitsbestimmung von Pan- Abb. 5. Aktivitétsbestimmung von Pankreas j 
kreaslipase mit dem Substrat Olivendl lipase mit dem Substrat Tributyrin in der Zeit — 
in der Zeit yon 60 min bei 30° C, von 60 min bei 30° C. 


Menge an 0,5 n KOH in wl und ¢ die Zeit der Spaltung in Minuten be- | 
deuten, sieht man, daB sich die Geschwindigkeit der Tributyrinspaltung 
bis zu 10% der angewandten Enzymmenge proportional verhilt. | 

Vergleichende Vorversuche mit unseren Bakterienlipasepulvern haben 
unter Beriicksichtigung der Spaltungszeitwerte und der Enzymmenge 
ergeben, da8 sie innerhalb von 60 min das Tributyrin zu 5% spalten. 
Bei Verlangerung der Reaktionsdauer von 60 min bis zu 5 Std bleibt 
der Kurvenverlauf noch immer vdllig linear, so daB es méglich ist, di 
kleineren Spaltungsergebnisse der ersten 60 Versuchsminuten dure 
spitere Ablesungen der 2- oder auch 3 Stunden-Werte noch genau zt 
erganzen. 

Kine Aktivierung der Pankreaslipase durch Zusitze von Natriumoleat 
und Calciumchlorid hat sich bei der Olivenél- als auch Tributyrin 
spaltung unseres Pankreaspulvers als giinstig erwiesen. 

Die zusiitzliche Aktivierung der Bakterienlipasen war hingegen un 
giinstig. Wie wir spiter zeigen kénnen, ist eine solche nur dort, wo 


stirker von Begleitstoffen gereinigte Bakterienlipasepraparate vorliegen 
erforderlich. 
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Bei gleichen Fermentmengen wurden nun die entsprechenden Spal- 
tungswerte der Pankreasbezugslipase und der Lipasen aus Microc. 
nacreaceus und Bact. prodigiosum nach der titrimetrischen Methode mit 
dem Substrat Tributyrin gemessen und die Spal- 
tungsergebnisse von den Bakterienlipasen in der 
Abb. 6 graphisch dargestellt. “ad | 


Unter Beriicksichtigung des nach WILLSTATTER 
ermittelten Lipasewertes fiir das Bezugspriiparat ggg 
Pankreaslipase konnte damit der Lipasewert der » 
vorliegenden Bakterienlipasen und ein prozen- g Gre 
tualer Unterschied der Fermentaktivitaét ihrer Sis 
Trockenmassen errechnet werden (Tab. 3). any 


8 
TU 
wig, 


Tritutyrinspalt 


Der Lipasewert von Bact. prodigiosum-Pulver 
betragt danach nur 2,33%%, der von Micr. nacrea- 
ceus 0,76% des nach WILLSTATTER hergestellten, 


0 20 


schwacher wirksamen Pankreaspraparates. Auf 
Grund eines solchen Vergleiches ist auch einzu- 
sehen, daB die fiir Zoo- und Phytolipasen ge- 
brauchlichen quantitativen Bestimmungsmetho- 
den zur Feststellung der geringen Aktivitaten 
von Bakterienlipasen nicht anwendbar sind. 


Bakterienlipasepulver 


Abb. 6. 
Aktivitaitsbestimmung der 
Bakterienlipasen mit dem 
Substrat Tributyrin in der 
Zeit von 300 min bei 30°C. 
— — — Mier. nacreaceus; 
Bact. prodigiosum. 


Tabelle 3. 
Lipatische Wirksamkeit der Bakterienfermentpulver, bezogen auf Pankreaslipase. 


Fermentpulver | +2 LW relativer Vergleich d. 
teor pbezogen a. d. lipatischen Aktivitat 
Art | Menge | Substrat: Tributyrin | Willstitter-Definition in % 
Pankr. 1 mg 254 0,0129 100 
M.nacr. Img 0,024 0,000098 0,76 
B. prod. 1 mg | 0,072 0,0003 2,00 


6. Die Gewinnung zellfreier Bakterienlipasen 
und thre Higenschaften. 


Zur Reinigung der Bakterienlipasen schlimmten wir abgemessene Mengen der 
Fermentpulver in 10% NaCl enthaltendem Veronalpuffer von px 8,0 auf und elu- 
ierten durch 24 Std. Das Ungeléste wurde danach in der Zentrifuge bei rund 
2000 Touren abgetrennt. Die triiben, homogen erscheinenden Zentrifugate wurden 
yon vorhandenen Zellbestandteilen mittels Druckfiltration durch bakteriendichte 
Membranfilter (Sartorius, Géttingen, Sorte fein, Porendurchmesser 0,3 /«) befreit. 
In mehreren Spaltungsansitzen wurden nun, unter Zusatz der Aktivierungsmittel 


v i ‘ 
Natriumoleat und Calciumchlorid, die Spaltungszeitwerte (=) bestimmt. Gleich- 


zeitig wurden die Trockengewichte der zellfreien Lipasepraparate, unter Abzug 
dieser fiir das Ausgangsmaterial und Elutionsmittel festgestellt, um zum tatsach- 
lichen Trockengewicht des in Lésung gegangenen Fermentanteiles zu kommen. 
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Mit den Daten aus Tab. 4 konnten nun die in Lésung gegangene D 
Lipaseeinheiten und der erzielte Reinigungseffekt berechnet werden. 


Tabelle 4. Lipatische Wirksamkeit der zellfreien Bakterienlipasen. 


Lipase-Wert von 10 mg 

Ai = zellfreier Bakterien- 
tatsichl. Trockenmasse téa! Lipase: (bezouen’ antl 
in mg aus 1 ml Eluat von 1 mg tatsichl. OTT deal 


Trockenmasse Fermentpulvers) 


M. nacr. 3,01 0,042 0,00017 
B. prod. | 2,05 0,34 0,00137 


x 


Eluat 


Wie Tab. 5 zeigt, lie sich durch Elution und Zellenabscheidung ein An- 
steigen der Lipasewerte um 356% bei Bact. prodigiosum, um 73% bei 
Micr. nacreaceus erreichen. Die Fermentaktivitiit gegentiber derselber 
Substratmenge erfuhr bei 1 mg zellfreier prodigiosum-Lipase danach eing 
4,56fache, bei 1 mg zellfreier nacreaceus-Lipase eine 1,73fache Steigerung 
im Verhialtnis zu denjenigen von 1 mg der an Ballaststoffen reichere 


Tabelle 5. Wirkungsgrad der Elution und Zellenabscheidung. 


~ — en ale 


Lipase-Wert des Lipase-Wert des 


Ferment aus zellhaltigen Ferment- | zellfreien, eluierten Reinigungseffekt in % 


pulvers Fermentpriparats 


M. nacr. 0,000098 0,00017 
B. prodig. 0,0003 0,00137 356 


g 
zellhaltigen, durch Zerschéumung allein gewonnenen Trockenpriparate. 
Auch die gesteigerte Temperaturempfindlichkeit der zellfreien Bakterien- 
lipasen lieB auf den erzielten Reinigungseffekt schlieBen. So tiberstieg 
das Temperaturoptimum schon innerhalb 1 Std Reaktionsdauer bei 
beiden Arten keinesfalls 40° C. Der optimale Wirksamkeitsbereich der 
Wasserstoffionenkonzentration betrug wieder 8,0—8,5. 


' 
Zusammenfassung. 


Es wurde die lipolytische Wirkung auf Butterfett durch Micrococcus 
nacreaceus und Bacterium prodigiosum wihrend der Kultur in Ab- 
hingigkeit vom py-Wert und der Vermehrungsfihigkeit der Organismen 
studiert. Mit Hilfe der Zerschiumungsanalyse konnten Fermentpulver 
mit einige Monate hin gleichbleibender Aktivitat. aus Flissigkeits- 
kulturen mit lebenden Bakterienzellen gewonnen werden. Das so er- 
haltene Fermentpulver von Mier. nacreac. war 684mal, das von Bact. 
prodig. 421mal aktiver als die Ausgangskultur. Durch plasmolysierende 
Mittel konnten die Lipase dieser Fermentpulver eluiert und die in- 
aktiven Zellen vom aktiven Anteil abgetrennt werden. Das zellfreie 
Fermentpriiparat von Micr. nacr. war 1,73mal, das von Bact. prodig. 
4,56mal aktiver als das zellhaltige Trockenpriparat. : 
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Der fiir optimale Spaltung wirksame py-Bereich lag zwischen 8,0 
und 8,5. Die Optimaltemperatur sinkt mit zunehmender Reinigung ab. 
Das Temperaturoptimum fiir prodigiosum-Lipase aus lebender Bouillon- 
kultur liegt nach 1stiindiger Reaktionsdauer bei 60° C, das des zell- 
haltigen Fermentpulvers bei 45°C, wihrend es fiir zellfreie eluierte 
prodigiosum-Lipase nur 35° C betragt. 

Nach der WiiistAtrerschen Wirksamkeitsbestimmung fiir Lipasen 
konnte unter Verwendung Gorsacuscher Mikromethoden eine ent- 
sprechende Methode zur Erfassung kleinster Lipaseaktivititen aus- 
gearbeitet werden. Dabei hat sich Tributyrin als Substrat auch fir die 
titrimetrischen Bestimmungen gut bewahrt. Die Aktivitét der Bakterien- 
lipasen konnte derjenigen eines selbsthergestellten Pankreaspriparates 
vergleichsweise gegentibergestellt werden. Teilweise gereinigte Bak- 
terienlipasepraiparate besitzen danach nur 1—2% der lipatischen Wirk- 
samkeit eines mittelmaBig aktiven Pankreaspraparates., 


Literatur. . 


Berry, J. A.: J. Bacter. 25, 433 (1933). — Coxtins, M. A., and B. W. Hammer: 
J. Bacter. 27, 473, 478 (1934). — E1sxman, C.: Zbl. Bakter. I. Orig. 19, 847 (1901). — 


FuuRMANN, F.: Unveroffentlichte Arbeiten. — GorBacu, G.: Fette u. Seifen 47, 
499 (1940). — Mikrochemie 31, 302 (1944). — Mikrochemische Arbeitstechnik. 
Graz: Eigenverlag 1954. — Horowrrz-W.iassowa, L. M., u. J. M. Livscnrrz: 


Zbl. Bakter. II. Orig. $2, 424 (1935). — Junsen, L. B., and D. P. Grerriz: Food 
Res. 2, 97 (1937). — Kenpatt, N.: J. Amer. Chem. Soc. 36, 1937, 1962 (1914), — 
Marzuscuira, T.: Bakt. Diagnostik. Jena: Fischer-Verlag 1902. — Micuna, W.: 
System der Bakterien, I.u. II. Bd., Jena: Fischer-Verlag 1897. — ORLA-JENSEN, A.: 
Zbl. Bakter. IT. Orig. 8, 11 (1902). — Ostwatp, W.: In Bamann-MyrpAcx, Methoden 
der Fermentforschung, S. 1467. Leipzig: Thieme-Verlag 1940. — Souneen, N. L.: 
Zbl. Bakter. IT. Orig. 31, 292 (1911); 34, 256 (1912). — Srmrn, K. G.: Biochem. Z. 
234, 116 (1931). — TrussELt, R. E., and L. A. Weep: J. Bacter. 38, 381 (1937). — 
Wu.srtirrer, R.: In Bamann-Myrpacx, Methoden der Fermentforschung, 8. 1552. 
Leipzig: Thieme-Verlag 1940. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 21, S. 248—254 (1955). 


(Aus dem Staatsinstitut fiir Allgem. Botanik, Hamburg.) 


Energiemessungen 
an Hyphomicrobium vulgare Stutzer et Hartleb. 


Von 
I. KORTE und H. ENGEL. 


Mit 4 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 28. September 1954.) 


Der Einbau von Kohlendioxyd in die Zellsubstanz durch Hypho- 
microbium war zwar durch die Arbeiten von Mrvius jr. (1953) mit “CO, 
bewiesen worden, es stand jedoch nicht fest, auf welchem Wege er 
erfolgt. Fiir Chemoautotrophie sprach das ungewohnlich langsame Wachs- 
tum, das bekanntlich den meisten chemoautotroph lebenden Bakterien 
eigen ist, wie auch die Empfindlichkeit von Hyphomicrobium gegen 
Glucose und andere Kohlenhydrate. Sollte gezeigt werden kénnen, dai 
die beim Abbau einer gegebenen Menge organischer Substanz zu CO, 
und H,O gebildete Warmemenge an jene Calorienzahl herankommt, die 
auf Grund der theoretischen Verbrennungswerte zu erwarten ist, hatte 
man einen weiteren Anhaltspunkt fiir die Chemoautotrophie von Hypho- 
microbium. Zur Begriindung sei folgendes angefithrt: 


Mryeruor (1916) bestimmte die Warmeténung von Nitrobacter und 
fand, daB sie ungefaéhr der Warmemenge entspricht, die bei der Oxy- 
dation des Nitrits zu Nitrat frei wird. Nur etwa 5% der Oxydations- 
energie werden von den Bakterien fiir die Chemosynthese verwendet. 
Hes (1937) fand, daB auch die Warmebildung von Nitrosomonas der 
theoretisch zu erwartenden Calorienzahl ungefahr entspricht. Nur etwa 
7% der freien Energie werden fiir Aufbauzwecke ausgenutzt., Ahnliche 
Zahlen lassen sich fiir einige streng chemoautotrophe farblose Schwefel- 
bakterien errechnen. Chemoautotrophie scheint somit nur unter ene 
betriichtlichen UberschuB freier Energie méglich zu sein. 


Sollte Hyphomicrobium die organische Kohlenstoffquelle nicht zum 
Aufbau seiner Zellsubstanz, sondern lediglich als Energiequelle fiir die 
Assimilation der Kohlensiure verwenden, so darf man also annehmen, dai 
die Verbrennungsenergie ebenfalls bis auf eine geringfiigige Menge in 
Form von Warme auftritt. Es war der Zweck unserer Untersuchungen, 
diese Annahme auf ihre Richtigkeit zu priifen. 
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Apparatur und Methodik. 


Die im folgenden beschriebenen Messungen wurden nach der gleichen Methode 
ausgefiihrt, die Mmyrruor (1916) bei Nitrobacter anwandte. Sie beruht auf der 
Messung des Temperaturanstiegs der calorimetrischen Masse. Als Calorimeter 
(Abb. 1 und 2) dienten 300 ml fassende zylindrische DewargefaiBe, die mit 40 ml 
Gesamtfliissigkeit beschickt wurden (Impfgut + Nihrlésung, Zusammensetzung 
derselben siehe Muyrus jr. 1953). Der 
verbleibende Luftraum war geniigend 
groB, um eine ausreichende Sauerstoff- 
versorgung fiir lingere Zeit zu gewahr- 
leisten. In die Kulturfliissigkeit ragte 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Calorimeter zur Bestimmung der Wiirmeproduktion von Hyphomicrobium, schematischer 

Schnitt. BZ Beckmannthermometer, D Dewarwand, G Gefas mit zentrifugierten Bakterien, 

H Hikchen, NL Nihrlésung, P Perlonfidchen, Pl Bleifu® des Stiinders, Pt Platindraht, St Stander 
aus Trovidur mit durchlécherter Wand, W Wasserbad. 


Abb. 2. Aufhingevorrichtung des Bechergliischens mit dem Impfgut. 


ein Beckmannthermometer, das durch einen Gummistopfen gehalten wurde, der 
das DewargefaiB dicht abschloB. Das zu den Versuchen benutzte Wasserbad 
wurde von einem Ultra-Thermostaten nach Héprier beheizt. Die Temperatur- 
schwankungen im Wasserbad betrugen im allgemeinen nicht mehr als - 0,03° C. 
Wesentlich niedriger waren sie in den DewargefaBen selber, namlich im Hochst- 
fall + 0,001°. Die mittlere Thermostatentemperatur betrug bei allen Versuchen 
4 Loess eatas samt Nahrlésung wurden bei 1 Atm 1% Std im Autoklaven sterili- 
siert. Thermometer und Gummistopfen wurden vorher fiir sich durch Kintauchen in 
96% igen Athanol und im strémenden Dampf keimfrei gemacht. Trotz gréBter Vor- 
sicht traten immer wieder Fremdinfektionen ein. Solche Versuche wurden ver- 


worfen. 
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GroBe Schwierigkeit bereitete anfangs die sterile und auf die Temperatur im 
Dewar méglichst ohne Einflu8 bleibende Einfiillung des Impfgutes. Nach vielen 
erfolglosen Bemiihungen hatte sich folgende Methode als die beste erwiesen: Det 
Inhalt mehrerer Erlenmeyerkolben mit Hyphomicrobium wurde zentrifugiert 
und das Zentrifugat getrennt von der Nahrlésung im Dewar untergebracht. 
diesem Zweck wurde am Gummistopfen ein Glashikchen angebracht, und an diesem 
ein etwa 2 ml fassendes zylindrisches Glasgefai8 mit einem Platindraht aufgehangt, 
Dieser Becher wurde so aufgehangt, daB er beim Umschiitteln des geschlossenen 
DewargefaBes umkippte, und sein Inhalt in die Nahrlésung fiel. Um ein Zerbrechen 
zu verhtiten, wurde das GefaB durch einen Perlonfaden unter seinem Boden fest: 
gehalten. Dieser war gerade so lang, daB er zwar ein Umfallen des GefaBes und 
Herabgleiten von dem Hakchen gestattete, aber ein zu-Boden-Fallen verhinderte, 
Mit dieser Anordnung gelang es, die Nahrlésung und die zentrifugierten Bakterien 
getrennt voneinander auf die Wasserbadtemperatur zu bringen, und dann ohne 
Offnen des DewargefaBes und Hindringen von kalterer Luft zu vereinigen. 


Das zentrifugierte Impfgut wurde mit méglichst wenig steriler Nahrlésung auf. 
geschwemmt und steril in den aufgehangten Becher gefiillt. Sodann wurde da Ss 
DewargefaB verschlossen und so tief in den Thermostaten versenkt, dal der 
Quecksilberfaden in dem gewiinschten Temperaturbereich nicht mehr aus dem 
Wasser ragte. Nachdem sich die Temperatur im Innern ungefahr der Wasser. | 
temperatur angeglichen hatte, wurde das Calorimeter zur Vereinigung von Bak- | 
terien und Nahrlésung kraftig geschiittelt. Dies war der Augenblick des Versuchs- 
beginns. | 

Aus den Konstanten der Calorimeterwerte (Wasserwert, Abkiihlungskoeffizient) 
und dem Temperaturanstieg wurde die Calorienzah| nach folgender Formel errechnet; 

Ns 
Q@=(V.+ J.) lors TT) He fe SO) aw) )| . Hierbei bedeutet Q = gesuchte | 

i= mi ’ 
Calorienzahl; V, — Fliissigkeitsmenge im Calorimeter; V, — Wasserwert des 
Calorimeters; 7', = erste Ablesung der Temperatur; 7’, = nte Ablesung der 
Temperatur; K, = Abkiihlungskoeffizient; dieser mu8 mit 5 multipliziert werden, 
da zur Ausrechnung der Formel die mittlere Temperaturdifferenz nur alle 5 Std a 
der Kurve abgelesen wurde. D; = mittlere Temperaturdifferenz in der Zeiteinhett 
(Std) gegentiber der Thermostatentemperatur. 


Der Methode wohnten bedeutende Fehlerquellen inne. Soweit meBbar un 
mathematisch erfaBbar, betrug der mittlere Fehler, berechnet nach der Gaussschen 
Methode der kleinsten Quadrate, bei der Bestimmung des Abkiihlungskoeffizienten 

+ 2%, bei der Festlegung der Ausgangstemperatur -|- 2%, und bei der Bestimmung 
aa: Wasserwertes + 0,4%. Sehr nachteilig wirkte sich die betrachtliche Zeitspanne 
aus, die fiir jeden Versauh erforderlich war. Der Korrekturfehler der Abkithlung 
wurde dadurch naturgemaf recht gro. Der Gesamtfehler ergab nach dem TayLor 
schen Satz fiir einen willkiirlich herausgegriffenen Versuch z. B. folgende Extrem- 
werte: maximal 16,5 cal = 92% und minimal 15,0 cal = 83,8% der Theorie. Das. 
Ergebnis betrug also bei Annahme einer sonst fehlerfreien Temperaturkurv. 
88,0% +. 4%. 

Zu diesen Fehlerquellen kamen noch weitere (Haken des Thermometers, Strom- 
schwankungen, Unregelmafigkeiten des Relais durch Erschiitterungen, Infektionen | 
usw.), die jedoch mathematisch nicht erfaBbar sind, und deren Einflu8 nur durch das 
Uberschreiten der Endergebnisse iiber die berechenbaren Gesamtfehler hinaus 


abschatzbar ist. War einer dieser Fehler nachweisbar, wurde der Versuch aus- 
geschaltet. : 
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Versuchsergebnisse. 

Die ersten 5 Versuche wurden mit Ameisensiure als Energiequelle 
durchgefihrt. Abb. 3 gibt den Temperaturverlauf eines solchen Ver- 
suches wieder. Wie man sieht, lag im vorliegenden Fall die Anfangs- 
temperatur im Dewar unter der Wasserbadtemperatur. Die Erwarmung 
erfolgte jedoch, wie die Berechnung ergab, schneller als dem Abkithlungs- 
koeffizienten entsprach, ein Zeichen 
dafiir, daB Hyphomicrobium ar- 
beitete. Nachdem die Temperatur °C 
ihr Maximum erreicht hatte, fiel +g0s 
sie langsam wieder ab, jedoch noch 
nicht so schnell, wie es der Abkiih- 
lungskurve des DewargefaBes ent- 
sprochen hatte. Es wurde also immer 
noch Warme im Dewar gebildet. +9 
Daher muBte der gesamte Kurven- 
inhalt ausgemessen und mit den Kor- {+ 002 
rekturfaktoren berechnet werden. Es , - 
geniigte nicht, den maximalen An- 
stieg allein auszuwerten. Die Kurven 
der iibrigen Versuche mit Ameisen- 
sdure nahmen einen dhnlichen Ver- -g92 
lauf, so daf auf ihre Wiedergabe 
verzichtet werden kann. Die unge- 
wohnlich lange Dauer eines solchen 
Versuches erscheint beachtenswert. 
Hyphomicrobium brauchte eine volle — -906; $5 ae 760 Std 
Woche, um unter den gegebenen Be- Abb. 3. Temperaturverlauf im Calorimeter bei 
dingungen 40 mg Ameisensaure zu der Oxydation von Ameisensdure durch Hypho- 


: . microbium. Versuch Nr. 2; Q = 34,5 cal; Vp = 
oxydieren! Es braucht nicht beson- 79m; y, = 40 ml; Ky = 9.97%: Tn —T; 


ders betont zu werden, daB hierunter — (ther der ae 0; Haeye (unter der 
A r ullinie) = — 0, 
die Genauigkeit der calorimetrischen jad 
Methode erheblich litt 2 D, (iiber derNullinie) = 1,420° C; 
: i=1 
Die nachsten 5 Versuche wurden peta 


+) D,; (unter der Nullinie) = 0,023° C. 


aa 


mit Oxalsiure als Energiequelle 
durchgefiihrt. Hierfiir wurden je- 
weils Kulturen verwendet, die bereits auf Oxalsiurenahrlosung vor- 
geziichtet waren. Dadurch trat die Warmebildung etwas schneller ein, 
als wenn man Kulturen benutzte, die vorher auf Formiatlésung heran- 
wuchsen. Den Verlauf eines dieser Versuche veranschaulicht Abb. 4. 
Die Kurve zeigt einen flacheren und langeren Bogen als die mit Ameisen- 
siure. Um 40mg Oxalsdure zu oxydieren, brauchte Hyphomicrobium 
fast doppelt so viel Zeit wie zum Abbau von 40 mg Ameisensaure, auf 
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Mol bezogen sogar fast 4mal so viel! Die Sicherheit der erhaltenen 
Calorienzahlen ist damit noch geringer als bei der Ameisensaure. 


0 50 700 TRA 200 250 Std 


Abb. 4. Temperaturverlauf im Calorimeter bei der Oxydation von Oxalsiiure durch Hyphomicrobium; 

Versuch Nr. 10; Q = 15,3 cal; Vy = 7,7 ml; Vg = 40 ml; Kg = 9,59%; T,, — 7; (iiber der Nullinie) 

n—1 n—1 © 

= 0; 1, — 7, (unter der Nullinie) = 0,029°C; ’ Dp, (iiber der Nullinie) = 0,655° ©; LY D, 

t=1 s=1% 

(unter der Nullinie) = 0,045° C. Da 7’, — 7, tiber der Nullinie einen anderen Wert hat als darunter, 
muB8 die Wirmeproduktion auf jeder Seite der Nullinie fiir sich berechnet werden. 


Oxalsiiure durchgefiihrten Versuche lieferte folgende Werte: 


Tabelle 1. . 

— 

Lfa. : absolute 1 | berechn. fund. | % der 

Nr. | Energiequelle Menge a Peat eat Ete | 

in mg | 

1 | Ameisensiure 20 0,5 18,5 18,2 98,0 
2 | 40 1 37,0 34,5 93,5 
3 40 q 37,0 35,0 95,0 
4 | 40 l 37,0 33,7 91,3 

WE ey 40 ie 37,0 36,3 95,5 | 

ee mm! Mittelwert = 94,6 
6 | Oxalsaure 40 n 18,0 -| 17,3 95,5 
Titel 40 1 18,0 17,5 97,5 
8 | 40 1 18,0 15,8 88,1 
9 | |. 40 1 18,0 15,6 86,9 
LO, shies tes 40 1 18,0 15,3. | 85,0 
| Snares eee sted ANNE a 


| | | Mittelwert = 90,6 


der gebotenen Energie in Form von Warme frei werden, bei der O 
dation von Oxalsiure 85,0—97,5%. Erwahnt sei noch, da® bei Zugabe 
von Oxalsiéiure in héheren Konzentrationen als 1 mg/ml kein deutliche 
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Temperaturanstieg mehr erkennbar war. Oxalsiiure wirkte in diesen 
Konzentrationen offenbar bereits giftig. 


Insgesamt wurden 44 Versuche durchgefiihrt. Beschrieben wurden 
aber nur 10, nimlich nur solche, die keine der tibersehbaren Fehler er- 
kennen lieBen. Von 4 Versuchen erwiesen sich also durchschnittlich 3 
als unbrauchbar, ein hoher Prozentsatz, der zeigt, mit welchen Schwierig- 
keiten die Messungen verbunden waren. Diese Schwierigkeiten auBerten 
sich auch in der starken Streuung der Werte. Der Inhalt der Dewar- 
gefaBe wurde nach AbschluB eines jeden Versuches auf Reinheit gepriift. 
Als Kriterien dienten neben dem lichtmikroskopischen Bild das Aus- 
bleiben der Triibung von Fleischextraktbriithe und Hefewasser. Hierbei 
stellte sich heraus, daB der durch Verunreinigung hervorgerufene Ausfall 
gr6Ber war als der durch andere Fehlerquellen. 


Auf Grund der beobachteten Wairmemengen ist kaum daran zu zwei- 
feln, das Ameisen- und Oxalsdure praktisch vollstandig zu CO, und H,O 
abgebaut werden und diese Substanzen Hyphomicrobium nur als Ener- 
gie- und nicht auch als Kohlenstoffquelle dienen. Der GréBenordnung 
nach liegt die Warmeténung in demselben Bereich wie bei den nitri- 
fizierenden Bakterien. Die Wahrscheinlichkeit, daB Hyphomicrobium ein 
streng chemoautotropher Organismus ist, hat damit zugenommen. Der 
Unterschied gegentiber nitrifizierenden und anderen chemoautotroph 
lebenden Bakterien ist offenbar nur der, da diese als Energiematerial 
anorganische Stoffe oxydieren, waihrend Hyphomicrobium organisches 
Material verwendet. Der Begriff ,,chemoautotroph“ sollte demnach nicht 
auf anorganisches Energiematerial beschrankt bleiben. 


Vom energetischen Standpunkt aus ist die totale Oxydation der 
Ameisen- und Oxalsiure zu CO, und H,O ein Umweg, da die ent- 
stehende Kohlensaéure zur Assimilation wieder reduziert werden muf. 
Diese Saiuren passen offenbar nicht in den Aufbaustoffwechsel von H ypho- 
microbiwm und kénnen daher nicht assimiliert werden. Der Vorteil ihrer 
totalen Oxydation liegt offenbar darin, daB hierdurch das nétige Energie- 
gefille geschaffen wird, um wenigstens einen, wenn auch nur sehr ge- 
ringen Teil des CO, in den synthetischen Stoffwechsel einzufiigen. Auf- 
fallend ist schlieBlich auch die im Vergleich zur Ameisensdure wesentlich 
langsamere Oxydation der Oxalsiiure. Offenbar bereitet Hyphomicrobium 
die Trennung der C-C-Bindung besondere Schwierigkeiten. Eine Be- 
stiitigung hierfiir kann man in der Tatsache erblicken, daB Hypho- 
microbium auch Essigsiure und Glycerin nur sehr langsam abbaut. Die 
Oxydation zieht sich itber Wochen hin, so da8 eine auch nur einiger- 
mafen gesicherte Bestimmung der Warmeproduktion mit der beschrie- 
benen Methode nicht mehr méglich ist. Es sei daher auf die Wiedergabe 
dieser Versuche verzichtet. 
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Zusammenfassung. — 

1. Beim Abbau einer gegebenen Menge Ameisensiure durch Hypho 

microbium werden etwa 90—95%, bei Oxalsiiure etwa 85—95% dei 
theoretisch zu erwartenden Energie in Form von Warme frei. 

2. Daraus folgt mit groBer Wahrscheinlichkeit, daB Hyphomicrobium 

die genannten organischen Stoffe nur als Energie- und nicht als Kohlen 

stoffquelle benutzt. 


Die Mittel zur Durchfiihrung der Versuche wurden von der Deutschen Forschung 
gemeinschaft zur Verfiigung gestellt. 
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(Aus dem Zoologischen Institut Miinchen, Abt. Paul Buchner-Institut fiir experi- 
mentelle Symbioseforschung, und dem Pathologischen Institut, Laboratorium fiir . 
Gewebsziichtung, Miinchen.) 


Experimentelle Symbioseuntersuchungen 
an Gewebskulturen von Hiihnerfibroblasten *. 


Von 
OTTO PUCHTA. 


Mit 3 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 25. September 1954.) 


Einleitung und Problemstellung. 


Die engen physiologischen Beziehungen zwischen Wirt und intra- 
cellularem Symbionten stellen dem Beobachter in erster Linie 2 Pro- 
bleme: 1. Welchen Nutzen ziehen beide Partner, insbesondere der Wirt, 
aus der Symbiose? 2. Wie ist ein so enges Zusammenleben zweier oder 
mehrerer verschieden gearteter Organismen tiberhaupt méglich ? 


Zur Beantwortung dieser Fragen bieten sich verschiedene Wege dar. 
So kann versucht werden, die intracellularen Symbionten — Bak- 
terien oder Pilze —in Reinkulturen zu ztichten und ihre Physiologie 
zu studieren. Es werden sich hierbei Anhaltspunkte dafiir ergeben, ob der 
Symbiont Stoffe (z. B. Vitamine) produzieren kann, die der Wirt bené6- 
tigt, oder ob er Stoffwechselschlacken des Wirtes (z. B. Harnsiure) 
beseitigen kann. Untersuchungen dieser Art wurden von Mitarbeitern 
Kocus (Fink 1952; GrABner 1954; Huser}, unveroffentlicht) bereits 
mit Erfolg an verschiedenen Objekten durchgefiihrt. Eine weitere 
Méglichkeit besteht darin, da& man auf irgendeine Weise den Wirt 
von den Symbionten befreit — ohne ihn sonst zu schadigen —, 
eventuell auftretende Ausfallserscheinungen registriert und diese experi- 
mentell zu beheben sucht. Kann man so z. B. erreichen, daB ein sym- 
biontenlos gemachtes Tier, das eigentlich absterben miBte, nach Zufuhr 
von B-Vitaminen weiterlebt, so ist erwiesen, daB es normalerweise 
B-Vitamine oder ahnlich wirksame Stoffe von den Symbionten geliefert 
bekommt. Auch derartige Experimente liegen vor (Kocn 1933, 1934, 
1940; AscHNER 1932; AscHNER und Riss 1933; ASCHNER 1934; BRECHER. 
und WIGGLESWoRTH 1944; FRAENKEL and BLEWETT 1944; Pucuta 1954 
und im Erscheinen). 

"* Herrn Professor Dr. Karu von Friscu in Verehrung gewidmet. 


1 Bereits zitiert unter dem Namen SCHNEIDER bei BUCHNER 1953. 
17* 
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Beschaftigen sich die beiden zitierten Forschungsrichtungen mit der 
Trennung natiirlicher Symbiosen, so fiihrt der dritte, bisher am wenig- 
sten beschrittene Weg tiber die Synthese kiinstlicher Symbiosen. 
Geht man von der Hypothese aus, daB Symbiosen stammesgeschichtlich 
durch gegenseitige Anpassung aus zunadchst parasitaren Verhiltniss el 
entstanden seien, so erscheint es nicht ausgeschlossen — mit Geduld 
und noch mehr Gliick —, ein solches Zusammenleben in vitro expe 4 
mentell zu erzeugen. 

Den ersten Versuch dieser Art machten R. u. M. BucusBaum (1934). 
Sie beimpften Deckglaskulturen von Hiihnerfibroblasten mit einer ein- 
zelligen Alge (Chlorella) und erreichten damit, da die Kulturen besse 
wuchsen. 


Fibroblastenkulturen auf Deckglasern miissen normalerweise alle 48 Std geteilf, 
und die Teilstiicke in ein frisches Medium aus Blutplasma und Embryonalextrakt 
iiberfiihrt werden. Im alten Medium haben sich inzwischen so viele Stoffwechsel. 
produkte angesammelt und sind Minimumstoffe so weitgehend verbraucht worden, 
daB die Zellen nicht mehr wachsen kénnen. $ 

Die Algenzellen, die extracellular lagen, hatten wahrscheinlich Sto: 
wechselprodukte der Gewebszellen in ihren eigenen Haushalt tb 
nommen und so unschidlich gemacht. Jedenfalls ist dies die Ta 
Erklirung, wenn auch nicht die einzig mdgliche. 

Es bot sich mir Gelegenheit, ahnliche Versuche mit Hihnestiell 
blasten zu machen, wobei es mir zum Vorteil gereichte, daB von den 
Mitarbeitern Kocus eine Reihe von rein geztichteten Symbionten- 
stémmen vorlag. 

Die zu berichtenden Ergebnisse stammen aus einer Zusammenarbeit aaa 
Herrn Dr. J. Banpiur, dem Leiter des Laboratoriums fiir Gewebeziichtung in der 
Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Miinchen!, und 
mir. Herrn Dr. Banprer oblag die Bereitstellung der Gewebskulturen, die Test 
von Wuchsstoffen und die Auswertung von Unterschieden im Wachstum der ganzen 
Gewebskulturen. Ich hatte die Kulturen mit lebenden Keimen zu beimpfen und 
histologisch zu kontrollieren. Soweit in dieser Arbeit Angaben tiber das Wachstum 
ganzer Gewebskulturen gemacht werden, geschieht dies mit freundlicher Genehmi- 
gung Herrn Dr. Banprers und vorbehaltlich einer eigenen Veréffentlichung durch ihn. 


Material und Methedik. 

Die Gewebskulturen wurden in der iiblichen Weise aus dem Herz von 
Hiihnerembryonen gewonnen, bei 37° bebriitet und, wo nicht besonders 
angegeben, mindestens 6mal umgesetzt, so daB sie nach dem histologi- 
schen Befund reine Fibroblastenkulturen waren. q 


be ‘Herrn Prof. Dr. Anron Kocu danke ich fiir die Anregung zu diesen Versuchel 
Herrn Prof. Dr. W. Hurck, Vorstand des Pathologischen Instituts der Universitit 
Miinchen, und Herrn Dr. H. Bayrrun, Leiter der Chemischen Abteilung des Patho 
logischen Instituts, bin ich fiir Uberlassung eines Arbeitsplatzes, der technischer 


Assistentin, Fraulein Cu. Grenier fiir tiberaus gewissenhafte Arbeit zu Dal 
verpflichtet. 
: 
' 
: 
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Das zuerst angesetzte kleine Stiickchen Herzmuskel enthalt neben Bindegewebs- 
zellen auch Muskelzellen und Blutzellen in erheblicher Menge. Bei der jedem Um- 
setzen vorangehenden Teilung der Kultur in 2—4 Teilstiicke erhalten schon bald die 
meisten Folgekulturen kein Stiick des urspriinglichen Explantats mehr. Dadurch 
und auf Grund der gréBeren Vitalitat der Fibroblasten gegeniiber den anderen 
Zellen in diesen Kulturen werden Reinkulturen von Fibroblasten gewonnen. 


Fiir die Experimente wurden die Kulturen sodann in CaRREL-Flaschen 
versetzt, wo ihnen eine viel groBere Menge Nahrmedium zur Verfiigung 
steht und wo sie deshalb mehrere Tage unbehandelt verbleiben kénnen. 
In das Nihrmedium wurden die zu untersuchenden Keime geimpft. 


Von je zwei Schwesterkulturen (durch Teilung einer Deckglaskultur entstanden) 
erhielt die eine 0,6 ml einer Aufschwemmung des Keimes in auf 37° vorgewarmter 
Tyrodelésung, die Kontrolle 0,6 ml steriler Tyrodelésung. In den Carren-Flaschen 
lie ich die Fibroblastenkulturen auf 1mal 2cm groBen Deckglasstiickchen an- 
setzen. Das hatte den Vorteil, da sie nach Beendigung des Versuchs unverletzt 
und gut gestreckt aus dem koagulierten Medium genommen werden konnten. 


eae) 
a b c 


Abb. 1. (Nach BANDIER) a) Modifizierte CARREL-Flasche, oben offen; 6) oben und unten offener 
Zylinder, der in die Offnung der Flasche eingehingt wird; er wird zuvor unten mit Cellophan ver- 
schlossen; ¢) Deckel, der tiber die Offnung gestiilpt wird. Die Fuge wird mit Paraffin abgedichtet. 


Sollten sie zu Totalpraiparaten verarbeitet werden, so blieben sie wahrend saimt- 
licher Arbeitsgange auf dem Deckglasstiickchen und wurden zum Hindecken einfach 
mit dem Glaschen nach oben auf den Objekttrager gelegt. Fiir Schnitte hob ich 
sie in Alkohol oder Xylol mit der Rasierklinge vom Glischen ab. Zur Vermeidung 
von Kriimmungen der nur Bruchteile eines Millimeters dicken aber um | cm? 
groBen Kulturen bettete ich sie im Paraffin zwischen zwei Scheibchen Holunder- 
mark ein. Diese Methode erlaubte gute Horizontalschnitte bis zu 4 und 2 w. 


Zu besonderen Zwecken verwendete ich abgedinderte Carret-Flaschen nach 
BANDIER (1954), die durch eine Cellophanmembran in einen oberen und einen 
unteren Raum geteilt waren (Abb. 1). Die Gewebskultur wurde grundsatzlich auf 
dem Cellophan angesetzt und konnte zur Fixierung herausgeschnitten werden. Auf 
oder unter das Cellophan konnten die Keime in das Nahrmedium geimpft werden. 
Sie muBten so anzeigen, ob ihre Wirkung auf durch das Cellophan diffundierenden 
Stoffen beruhte. Da die von mir verwendeten Farbstoffe das Cellophan meist mit 
anfarbten, war es zweckmabig, die Kulturen auch fiir Totalpraparate vom Cellophan 
zu lésen. Am besten geschah das unmittelbar vor dem Hindecken. 

Fixierungsmethoden: Hetty, Carnoy, Maxtmow, Ree@aup-Kaliumbichromat, 
HoLLANDE (Romeis 1948). 

Farbemethoden: Mitochondrienfarbung nach Cowpry, Pikrinséure-Thiazinrot 
nach DomaGK, Hisenhimatoxylin nach HEIDENHAIN, Hisenhimatoxylin nach 
Weicert, Methylgriin, Methylenblau, Phenol-Gentianaviolett, Janusgriin (vital), 
Sudanrot (an Gefrierschnitten). 
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Durchfiihrung und Ergebnisse der Versuche. 


Die erste Versuchsreihe diente dem Zweck, einen Symbionten zu 
finden, der geeignet schien, mit den Fibroblasten zusammenzuleben, 
Gleichzeitig muBten die a4uBeren Bedingungen gefunden werden, unte 
denen das Wachstum der Gewebskultur und das des Symbionten a: 
einander abgestimmt waren, so daf kein Partner dieser ,,Symbiose“‘ den 
anderen tiberwucherte. Es waren hier in erster Linie der Zeitpunkt der 
Beimpfung, die Bebriitungstemperatur und die Konzentration 
Symbionten zu beachten. 


A. Versuche mit reinkultivierten Insektensymbionten. 
Versuch 1. 


KulturgefaBe: Carren-Flaschen. Kulturmedium: Feste Phase, in die das 
Explantat eingeschlossen wird: 0,3 ml Plasma -+ 0,6 ml Embryonalextrakt, 10% ig 
in Tyrode. Fliissige Phase (zur Lieferung leicht diffusibler Nahrstoffe und zur Auf 
nahme der Stoffwechselprodukte): 0,6 ml Embryonalextrakt, 10%ig in Tyrode. 
Dieses Medium erméglicht ein gutes Wachstum der normalen Gewebskultur. Hs 
wird in der Folge als Medium I bezeichnet. Beimpfung: a) 0,5 ml Aufschwemmung 
der symbiontischen Hefe (Ri) von Rhagium inquisitor, geziichtet von GRABNER 
(1954), eine Ose auf 16,5 ml Tyrode. b) 0,5 ml einer gleichartigen Aufschwemmung 


c) 0,5 ml einer Aufschwemmung der Kultursymbionten der Kleiderlaus. Die Be- 
impfung erfolgte zwei Tage nach dem Flaschenansatz. Bebriitung: Nach der 
Beimpfung 5 Tage bei 29°. : { 

Ergebnis. Die Symbionten der Kleiderlaus wuchsen nicht an. Die 
Symbionten von Mesocerus waren schwer von Zellstrukturen zu unter- 
scheiden. Beide Versuchsreihen wurden daher verworfen und nur 
Ergebnisse mit Ri gewertet. Wahrend die unbeimpften Kontrollen 
langsam weiterwuchsen, wurden die beimpften Kulturen véllig von den 
sich stark vermehrenden Symbionten tiberschwemmt. Sie wuchsen ent- 
weder nicht mehr oder gingen sogar in der Gré8e zuriick. Der histolo- 
gische Befund besagte, daB das Zentrum der Kulturen (ihr altester, von 
der Mutterkultur stammender Teil) teilweise aufgelést war, und die 
wenigen Randzellen (die nach dem Umsetzen neu gewachsenen) starke 
Degenerationserscheinungen zeigten. Sie waren kleiner als Normalzellen, 
vielfach abgerundet und vakuolisiert und ohne deutlichen Kern. I t 
Kulturmedium lagen sehr viele Hefezellen; das Zentrum der Kulturen 
war ganz oder gréBtenteils von ihnen bedeckt. ; 


Folgerungen. Bei 29° bebriitete Fibroblastenkulturen befinden sich 
gegentiber der gewahlten Konzentration der bei dieser Temperatur gut- 
wachsenden Symbionten im Nachteil. Wahrend eines zweitigigen ung: 
storten Wachstums bei 37° haben sie nicht gentigend Hemmstoffe i 
Medium abgeschieden, beziehungsweise nicht genug von gewissen fiir die 
Symbionten lebenswichtigen Stoffen verbraucht, um das Wachstum der 


Symbionten zu hemmen. Der Stoffwechsel der Symbionten ist grund- 


; 
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atzlich geeignet, die Fibroblasten zu schadigen. Ob diese Wirkung eine 
irekte ist (durch von den Symbionten abgeschiedene Stoffe) oder eine 
indirekte (durch die von ihnen bewirkte Verarmung des Nahrmediums) 
1aBt sich nicht entscheiden. 


Versuch 2. 


KulturgefaiBe: Carrun-Flaschen. Kulturmedium: Medium I. Beimpfung: 
0,5 ml einer Aufschwemmung von Ri, eine Nadelspitze auf 21 ml Tyrode. Ri war 
zavor im Laufe von 3 Wochen an eine Temperatur von 37° gewohnt worden. Die 
Beimpfung erfolgte am Tage nach dem Flaschenansatz. Bebriitung: Nach der 
‘Beimpfung 5 Tage bei 37°. 

Ergebnis. Das histologische Bild der beimpften Kulturen entsprach 
dem der unbeimpften. Es gab keine Anzeichen fiir eine Schadigung oder 
eine Forderung der Fibroblasten durch die Symbionten. Diese zeigten 
schwache Vermehrung. 

Folgerungen. Bei optimaler Temperatur wachsende Fibroblasten 
werden durch eine maiSige Konzentration an Symbionten nicht gescha- 
digt. Der Grund fiir die schwache Vermehrung der Symbionten ist nicht 
zu erkennen. Er kann in der nicht optimalen Temperatur liegen, aber 
auch im physiologischen Ubergewicht der Fibroblasten. 


Versuch 38. 


Beimpfung mit einer ebenso verdiinnten Aufschwemmung von fi wie in Ver- 
such 2; alle anderen Bedingungen wie in Versuch 1. 

Ergebnis. Alle beimpften Kulturen zeigten das gleiche histologische 
Bild wie die unbeimpften. Ri hatte sich nur schwach vermehrt. 

Folgerungen. Auch bei Untertemperatur befindliche Fibroblasten 
werden durch eine maBige Konzentration an Symbionten nicht gescha- 
digt. Da die Temperatur hier fiir die Symbionten gut geeignet war, muB 
die Zuriickdrangung ihrer Vermehrung eine andere Ursache haben. Es 
ist auch nicht wahrscheinlich, daB diese in einer reinen Ernahrungs- 
konkurrenz liegt, denn die Fibroblasten wachsen bei 29° nur sehr schwach. 


Versuch 4. 
In die KulturgefaBe wurden keine Gewebsexplantate gesetzt. Medien und alle 
anderen Bedingungen wie in den Versuchen 1 und 3. 
Ergebnis. Ri vermehrte sich in dem zellfreien Medium sehr stark. 
Folgerungen. Die in den Versuchen 2 und 3 beobachtete Hemmung 
der Symbiontenvermehrung muB von den Gewebszellen ausgehen. 


Diskussion der Versuche 1—4. 


Es ist gelungen, experimentell einen Kommensalismus, ein Nebenein- 
anderleben, von Hiihnerfibroblasten und reingeziichteten Symbionten 
zu erzeugen. Dieser Kommensalismus neigt dazu, wenigstens in einer 
Richtung zum Parasitismus zu entarten: ZahlenmaBiges Uberwiegen der 
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Hefen fiihrt gegentiber durch Untertemperatur geschwachten Gewebs- 
zellen zu einer Schidigung der letzteren. Auch an natiirlichen Objekten 
sind ahnliche Vorginge bekannt. An sich harmlose Mikroorganismen deg 
menschlichen Darmes (Coli-Bakterien, Hntamoeba histolytica) kénnen im 
dem aus anderen Ursachen geschadigten Darm Krankheiten hervor 
rufen oder zu deren Erscheinungen beitragen. 


Um zwei Organismen zu einer Symbiose geeignet zu machen, miissen 
sie drei physiologischen Mindestanforderungen geniigen: 1. Sie dtirfen 
sich nicht durch giftige Stoffwechselprodukte oder durch andere Angriffe 
aufeinander schidigen. 2. Sie diirfen nicht in Wettbewerb um Minimum 
faktoren der gemeinsamen Nahrung treten. 3. Sie miissen sich durch 
niitzliche Stoffwechselprodukte oder auf andere Weise (z. B. durch Ver: 
wertung von Stoffwechselschlacken des Partners) untersttitzen. Die 
beiden ersten Bedingungen gelten auch ftir Kommensalen, und die Ver- 
suche 1—4 haben gezeigt, daB sie fiir die beiden gewahlten Partner bei 
zahlenmaBigem Gleichgewicht zutrifen. Ob sich zwischen diesen auch 
eine mutualistische Symbiose oder ein Helotismus der Symbionten zu- 
gunsten der Gewebszellen herstellen lasse, sollten weitere Versuche 
zeigen (siehe auch: LASFARGUES und DELAuNAy 1947). 


on 
Te 


Versuch 65. 


Kulturgefai8e: Carret-Flaschen. Kulturmedium: (MediumI1). Feste Phase: 
0,3 ml Plasma + 0,6 ml Embryonalextrakt, 1%ig in Tyrode. Fliissige Phase: 
0,6 ml Embryonalextrakt, 1% ig in Tyrode. In diesem Medium wachsen normal 
Kulturen nur noch sehr sparlich oder gar nicht. Beimpfung: Mit diinner Auf- 
schwemmung wie in den Versuchen 2, 3 und 4 (wird kiinftig nicht mehr erwaint) 
Die Beimpfung erfolgte einen Tag nach dem Ansatz. (Auch dies andert sich in den 
folgenden Versuchen nicht mehr.) Bebriitung: Nach der Beimpfung 5 Tage bei 29% 

Ergebnis. Unter 4 Paaren von Schwesterkulturen zeigte nur eine 
beimpfte ein normales histologisches Bild: Die Zellen hatten normale 
GroBe und Form; die Kultur war gut gewachsen. Ri hatte sich in allen 
Fallen nur schwach vermehrt. Die iibrigen 7 Kulturen zeigten nur wenige, 
kleine Zellen. 

Folgerungen. Durch armes Medium und Untertemperatur gehemmte 
Gewebszellen werden durch eine maBige Konzentration an Symbionten 
nicht geschidigt. Eine férdernde Wirkung kann durch den einzigen 
positiven Fall natiirlich nicht bewiesen werden. Ri wird auch durch der- 
art gehemmte Kulturen noch an starker Vermehrung gehindert. 


+ 


Versuch 6. { 


Bebriitungstemperatur nach dem Beimpfen 37°; alle anderen Bedingungen wie 
in Versuch 5. 


Ergebnis. In vier Paaren von Schwesterkulturen wuchsen siimtliche 
unbeimpften nicht, von den beimpften zwei schwach weiter. Die histo- 
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logische Untersuchung zeigte, daB in den nicht gewachsenen Kulturen 
degenerierte Zellen (rund, vakuolisiert, ohne deutlichen Kern) iiber- 
wogen, in den gewachsenen dagegen Normailzellen. 

Folgerungen. Der Ausgang dieses Versuches lieB hoffen, da in 
Gewebskulturen, die in armem Medium gezogen wurden, eine eventuelle 
Forderung durch die Symbionten am ehesten feststellbar sein werde. 
Auch Wuchsstofftests an anderen Objekten legt man eine Mangeldiat 
zugrunde. 

Versuch 7. 


Anlage wie Versuch 6, aber mit alterem, daher schlechter wirksamen Embryonal- 
extrakt. 


Ergebnis. Es konnte im allgemeinen weder eine Schadigung noch 
eine Férderung der beimpften Kulturen nachgewiesen werden. fz ver- 
mehrte sich schwach. Bei einer beimpften Kultur war eine GroBen- 
zunahme und gestaltliche Auflockerung der sonst meist rundlichen, 


eee) 


a b c 
Abb. 2. Schematische Darstellung aufgelockerter Nucleolen. Erklarung im Text. 


kompakten Nucleolen zu beobachten (Abb. 2a; die normalen Nucleolen 
zeigt Abb. 3). Da ahnliche Erscheinungen von Zellen mit erhohtem Stoff- 
wechsel, z. B. stark wachsenden Eizellen, genauer bekannt sind, mubte 
ihnen weiterhin besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. 


Diskussion der Versuche 1—7. 

Betrachtet man alle bisherigen Versuche unter dem Gesichtspunkt 
einer erwarteten Férderung der Fibroblasten durch die Symbionten, so 
mu8 man das Ergebnis als nicht eindeutig bezeichnen. Es ergibt sich 
aber die Frage, ob unter den gewihlten Versuchsbedingungen tiberhaupt 
eine etwa eintretende Férderung immer klar erkannt werden miBte: 
Gewebskulturen und Symbionten ernihren sich aus demselben Medium. 
Sollten die Gewebszellen wirklich durch Stoffwechselprodukte der Sym- 
bionten zu besserem Wachstum angeregt werden, so kénnte diese Wirkung 
sehr wohl durch die gleichzeitige Nahrungskonkurrenz ausgeglichen 
werden. Es muBte also versucht werden, diese Konkurrenz nach Méglich- 
keit auszuschalten. 

Versuch 8. 

KulturgefaBe: Cellophanflaschen nach BANDIER. Kulturmedium: Auf dem 
Cellophan Medium II, unter dem Cellophan 1% iger Embryonalextrakt. Beimp- 
fung: Mit einer konzentrierten Aufschwemmung wie in Versuch 1. Es wurden 
4 Flaschen oben, 4 Flaschen oben und unten, 4 Flaschen nur unten beimpft. Be- 
priitung: Nach der Beimpfung 5 Tage bei Sues 
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Ergebnis. Alle Kulturen, die oben oder oben und unten beimpit 
waren, wurden von Ri iiberwuchert und stark geschadigt. Die unten 
beimpften Kulturen zeigten ebenfalls starke Vermehrung von Ri, boten 
jedoch histologisch ein véllig normales Bild, das dem unbeimpfter 
Kontrollkulturen entsprach. Zwei dieser Kulturen waren etwas besser 
gewachsen als die Kontrollkulturen. 

Folgerungen. Das Cellophan, das nur kleinmolekulare Stoffe durch- 
laBt, schafft eine teilweise Trennung zwischen dem Medium der oben 
wachsenden Gewebskulturen und dem der unten wachsenden Symbionten 
In der Tat kann so eine Schidigung der Gewebskultur durch das zahlen 
maBige Ubergewicht der Symbionten verhindert werden. Ob die Schadi- 
gung unterbleibt, weil hemmende Stoffe nicht durch die Membran 
passieren kénnen, oder weil die beiden Kommensalen jetzt nicht mehr i 
einen wirksamen Nahrungswettbewerb treten kénnen, 148t sich nick 
entscheiden. 


In den Versuchen 1—8 ist es also nicht gelungen, den Nachweis fur 
eine mutualistische Symbiose beider Partner oder fiir einen Helotismu 
der Symbionten zu fiihren. Dagegen zeitigte eine genaue Durc 
musterung der Schnitte und Totalpraiparate ein sehr inter- 
essantes und unerwartetes Ergebnis, das eine weitere Antwort 
auf die Frage erlaubt, die diesen Experimenten urspriinglich zugrunde: 
lag: Welche besonderen EHigenschaften gestatten es dem Wir } 
und seinen Symbionten, in so enger Gemeinschaft zu leben? 
Die beobachtete Erscheinung war folgende: : 


parece Vek ee 


Die intracellulire Lage von Symbionten in Fibroblasten. 


a 


In Gewebskulturen, die in Carret-Flaschen mit wenig Ri beimpft 
und bei 37° bebriitet worden waren, fanden sich wenige oder auch mehr 
Fibroblasten, die in deutlichen Vacuolen eine oder mehrere Hefezellen 
enthielten. Abb. 3, nach einem Totalpriiparat gezeichnet, zeigt ein solches 
Beispiel. 

Versuche, die klairen sollten, ob die Symbionten aktiv in die Zellen 
eindringen oder von diesen aufgenommen werden, konnten leider bisher 
nicht gemacht werden. Es ist hierzu nétig, die Symbionten nicht z 
Kulturen in Carreu-Flaschen sondern auf Deckglisern zu impfen, 
sie im Leben beobachtet werden kénnen. Es kann auch noch keine a 
giiltige Aussage dariiber gemacht werden, ob die Hefezellen in den Fibr 
blasten am Leben bleiben. Nach ihrem Verhalten gegenitiber verschiedenen 
Farbemethoden — Eisenhimatoxyline HmmEnnaIn und WEIGERT, 
Methylgriin, Methylenblau, Mitochondrienféirbung nach Cowpry —, 
das in keiner Weise von dem der extracellulir liegenden und sicher 
lebenden Hefezellen abweicht, darf angenommen werden, daB sie weiter- 
leben. Sie zeigten jedoch oft abgekugelte Formen — die normale Form 

: 
é 
: 
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ler aktiven Zelle ist langlich-oval — und nie eine Sprossung. Eine 
nemmende Wirkung der Fibroblasten auf intracellular liegende Sym- 
ionten ist daher wahrscheinlich. Die befallenen Fibroblasten zeigten 
ingegen keinerlei Anzeichen einer Schiadigung. 

Die gemachte Beobachtung ist von Bedeutung sowohl fiir die Symbiose- 
orschung als auch fiir Probleme der Gewebsziichtung. Es wurde bisher 
eines Wissens kein weiterer Fall bekannt, in dem einwandfrei kennt- 
liche Fibroblasten in vitro einen anderen lebenden Organismus ohne 


50. 


Abb. 3. 
Fibroblast mit intracellular liegenden Hefezellen. In der Mitte der Kern mit 2 normalen Nucleolen, 


Schaden in sich aufgenommen hatten. Pathogene Bakterien, die in 
Fibroblasten einzudringen vermégen, vermehren sich dort und toten die 
Zelle. 


Bestitigt sich die Annahme, daB die Symbionten in den Fibroblasten 
am Leben bleiben, so wird dadurch ein Beitrag zur Erklarung der Frage 
geliefert, warum intracellulére Symbionten nicht von den Wirtszellen 
verdaut werden. Man brauchte hier nicht eine ganz besondere, noch 
unerklarliche Anpassung zu vermuten, sondern eine recht allgemeine 
und wenig spezifische Resistenz der Symbionten gegen proteolytische 
Fermente der Zelle. Die selbstverstandlich dennoch vorhandene, vdllig 
augenscheinliche, spezifische Anpassung ware dann nicht Sache der 
Zellen, sondern des ganzen Wirtsorganismus. 


Es ist allgemein anerkannt, daB die wichtigsten Stoffwechselvorginge 
in den Zellen aller Tiere grundsatzlich gleich verlaufen. Die vorliegende 
Beobachtung liefert hierfiir einen weiteren Beweis. Wie Hithnerfibro- 
plasten schon im Verhalten gegentiber der Umwelttemperatur nicht mehr 
alle Eigenschaften eines Warmbliitergewebes zeigen, das sich im Verband 
des ganzen Organismus befindet, so zeigen sie hier auch im Chemismus 
keinen erheblichen Unterschied gegeniiber Insektenzellen. 
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Sollte sich bestatigen, da die Fibroblasten die Hefezellen aktiv auf. 
nehmen — was weitaus wahrscheinlicher ist als die Annahme, daB die 
Hefezellen zuerst auf lytischem Wege in die Zellen eindringen, sich damn 
aber dort harmlos verhalten — so ist aufSerdem ein Beitrag zur Theo rie 
der Entdifferenzierung der Fibroblasten in der Kultur geliefert. Sie 
waren demnach auch fihig, gegeniiber lebenden Organismen als Fref- 
zellen aufzutreten. 


B. Kontrollversuche mit nichtsymbiontischen Keimen. 
Um festzustellen, ob das gesamte Verhalten der Symbionten in de D 
Gewebskulturen eine nur ihnen zukommende Eigenheit sei, wurden Ver- 


Im einzelnen wurden verwendet: 

a) Bakterien: ein Bacterium coli-Stamm, Micrococcus catarrhalis, Bacillus 
subtilis, Bacterium prodigiosum, Staphylococcus albus. (Versuche mit einer groen 
Anzahi weiterer Bakterien waren zur Zeit der Unterbrechung dieser Arbeiten noe 
nicht abgeschlossen.) b) Pilze: Rhodotorula, Endomyces spec. aus dem Rinderpansen, 
Candida spec.1, eine aus einer Wildinfektion stammende, nicht klassifizierte He fe. 

Das Ergebnis war in einer Hinsicht eindeutig: Bei den apathogenen! 
Keimen (Micrococcus catarrhalis, Staphylococcus albus, Rhodotorula , 
Endomyces, Candida, Wildhefe) konnte nie eine intracellulire Lagi 
beobachtet werden. Im iibrigen aber zeigten die Keime sehr verschiedenes 
Verhalten, auf das in dieser Arbeit nicht naher eingegangen werden kann, 
Nur soviel sei gesagt, da sich ein Kommensalismus auch mit nicht- 
symbiontischen Keimen erzielen lieB. Micrococcus catarrhalis, Rhodoto 
rula, Candida und die Wildhefe erwiesen sich hierfir als geeignet. Diese 
Beobachtung darf als eine weitere Bestatigung der oben ausgesprochener 
Vermutung gelten, daB es nicht in erster Linie die Einzelzellen — d s: 
Wirtes sowohl wie der Symbionten — sind, die bei einer Symbiose so 
eng aneinander angepaBt sein miissen. Der ganze Organismus des Wirtes: 
mu es vielmehr sein, der mit der Gesamtheit der Symbionten in einem | 
fein ausbalancierten Gleichgewicht steht. Die einzelne Zelle ist nicht 
so sehr spezialisiert. Sie wire sicher in der Lage, mit vielen verschiedenen: 
Organismen in Wechselbeziehungen zu treten. | 

Kine Besonderheit ergab sich in Kulturen, die mit Rhodotorula beimpft 
waren. Hier zeigten die Nucleoli eine noch viel weiter gehende Tendenz, 
zur Auflockerung, als sie weiter oben (Versuch 7, Abb. 2a) beschrieben 
wurde. Abb. 2b und ¢ stellt diese Erscheinung schematisch dar. Die 
Kulturen zeigten keine Spur einer Schadigung durch die Hefe. Hs: 
erscheint aussichtsreich, mit Rhodotorula weitere Versuche zu machen, 
um zu kliren, ob mit ihr beimpfte Gewebskulturen ihren Stoffwechsel 
quantitativ oder qualitativ andern. ‘ 


 Herrn Prof. Dr. R. Gist danke ich fiir Reinkulturen,. 
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Zusammenfassung. 


1. Zur Beantwortung der Frage nach dem Nutzen eines Symbionten 
ur seinen Wirt konnte mit dieser Arbeit kein sicherer Beitrag geleistet 
verden. 

2. Kulturen von Hihnerfibroblasten kénnen mit einer Anzahl symbion- 
jischer und nichtsymbiontischer Keime in einer Art Kommensalismus 
uusammenleben. Ein Symbiont (Hefe aus dem Bockkdfer Rhagium 
mquisitor) trat sogar intracellular in Fibroblasten auf. Zellen verschie- 
jener Tiere sind also in der Lage, mit verschiedenen Mikroorganismen 
41uszukommen. Wenn an nattirlichen Objekten trotzdem zu beobachten 
ist, daB ein Wirt immer nur bestimmte Mikroorganismen beherbergt, 
3o sollten die Ursachen hierfiir weniger in chemischen Unterschieden 
und cellulaéren Dimensionen, als in der ganzen Anatomie, Physiologie 
und Okologie des Wirts gesucht werden. 

3. Kulturen von Hiihnerfibroblasten tiben auf beigeimpfte symbion- 
tische und nichtsymbiontische Keime eine hemmende Wirkung aus, die 
durch Zwischenschalten einer Cellophanmembran verringert werden 
kann. In kemem Falle wirkte die Hemmung tédlich auf die Keime, 
sondern nur deren Vermehrung verlangsamend. Es mui’ angenommen 
werden, dai auch die Zeilen emes natiirlichen Wirts die Vermehrung 
der Symbionten auf ein dem Wirte bekémmliches Ma beschranken. 

4. Zu hohe Konzentrationen der Symbionten von Rhagiwm inquisitor, 
Gewebskulturen beigeimpft, schadigten dieselben. Zwischenschalten 
einer Cellophanmembran verhinderte die Schaédigung. 

5. Fibroblasten, in Gesellschaft von Rhodotorula oder von Symbionten 
aus Rhagium inquisitor kultiviert, wiesen Auflockerungserscheinungen 
an den Nucleolen auf. Eine Veranderung des Zellstoffwechsels wird 
dadurch angezeigt. 

6. Intracellulare Symbionten besitzen mit hoher Wahrscheinlichkeit 
eine allgemeine Resistenz gegen proteolytische Fermente verschiedener 
Zellen. 
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Some Factors governing Encystment in 
Haematococcus pluvialis. 


By 
M. R. DROOP. 


With 2 figures in the text. 
(Received 29. October 1954.) 


The term encystment, as here applied to a unicellular member of 
he Volvocales, refers to that process wherein the protoplast of vegetative 
ells rounds off and, without undergoing cell-division, secretes around 
tself a thick many layered wall within the original cell wall. The resting 
ndospore so formed will simply be referred to as cyst. 

_ Encystment has received scant attention from algal physiologists in the recent 
past, and no reference is made to it in the reviews by Myurs (1951), HUTNER and 
PRovASOLI (1951), Brinks (1951) or Foae (1953). Physiological study of endospore 
formation in bacteria (cf. KNayst, 1951), which may be an analogous process, is 
hardly advanced enough to provide useful pointers; it is apparent, however, that 
the process is connected with nutritional and physical conditions. 

Possession of a resting stage is of great ecological importance to algal species, 
such as Haematococcus pluvialis, which inhabit ephemeral waters, but there is no 
evidence that resting cells are formed as an actual response to drought or other 
adverse conditions. Indeed McKatsr and Burroveus (1926), on finding that 
encystment of Polytomella citri was concomitant with optimum conditions for 
growth and reproduction, concluded that the opposite was the case. Since the 
power of encystment was lost if it were prevented, they suggested that encystment 
was a necessary stage in the life cycle, a view previously expressed by Kororp (1923) 
concerning Dinoflagellates. The latter, however, is not true of all phototrophic 
Volvocales in which there is an asexual resting stage. H. plwvialis can be cultured 
indefinitely in a motile state without loss of the power of encystment provided that 
the logarithmic phase of growth is maintained. 

This communication is concerned with the relation of encystment 
to carbon assimilation. 


The experiments to be described were carried out with pure cultures of strain 
34/le from the Culture Collection of Algae and Protozoa, Cambridge-Goettingen. 


Induction of Encystment. 

In cultures of H. pluvialis encystment is normally associated with the 
stationary phase of growth, as when the medium has become depleted 
of one of the nutrient salts (PRrincsHEIM, 1914). But it is necessary 
to distinguish between the effects of nutrient depletion and those of the 
consequent cessation of cell-division. Encystment occurs in cultures when 
any one of the major nutrients are depleted, the others being in excess. 
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growth would induce encystment. Administration of various conce n- 
trations of metallic poisons, such as copper, lead, zinc etc., failed in this. 
the cells being either unaffected or killed according to the concentration 
of poison in use. With sodium, however, a critical concentration (0.4§ 
sodium chloride for a soil extract culture) was found which stopped cell 
division without injuring the cells and its administration was a 
by encystment. Concentrations of sodium chloride higher than 0. 6% 
resulted in quick death of vegetative cells, while those lower than 0.3%) 
left cultures scarcely affected. Encystment could be brought about : 
will merely by raising the salinity of a culture to 0.4%; it would | 
mally be complete within 24 hours of administration. 

_ This technique was used to study factors preventing encystment. The 
method employed was simply to introduce 0.5ml. of 4.0% sterile 
sodium chloride solution into 5 ml. of culture immediately before sub: 
jecting it to the treatment under study. 


= eel 


Light. 

It is common experience in algal culture work that resting cells 01 
phototrophic Volvocales require light for their formation. When cultures 
of H. pluvialis (or incidentally, the cyst forming Chlamydomonas pulsa. 
tilla), which are growing vigorously in mineral media, are placed in the 
dark, death, not encystment, eventually follows. A similar dependence 
on light is found in the formation of the zygote resting cell of Brachio. 
monas submarina. In this species, copulation is normally followed by ¢ 
short period during which the zygote is a naked swarmer; settling an 
the transformation into a resting spore taking place some hours later 
Not only was light found to be necessary for copulation in the minera 
medium of my experiments but the motile zygote could be preventec 
from settling and developing further by placing it in the dark. Further 
by storing them in darkness, recently settled zygotes, like cysts 0 
H. pluvialis, could be prevented from enlarging and lye 
carotenoids. 

Use of the sodium Aarne method with H. pluvialis has confirme 
these general observations. Encystment did not take place when culture 
in mineral media were placed in the dark immediately or after a perio 
of 6 hours light (200 ft.-candles), but 12 hours light or two periods 0 


6 hours on successive days after the sodium chloride treatment resulte 
in encystment. 


— 


1In point of fact a death rate of 6% per day followed administration of 0. 49 
sodium chloride. : 
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Carbon Assimilation. 

When the medium contains a relatively high concentration (0.1%) of 
odium acetate, encystment after sodium chloride treatment is not 
ihibited by the absence of light. Since acetate is able to replace light 
nd carbon dioxide for growth, it is a reasonable assumption that the 
ole of light in encystment is connected with carbon assimilation. 

Attempts at complete preven- 
ion of assimilation in the light 
yy reduction of carbon dioxide 
ension were accompanied by 
echnical difficulties and were 
Jbandoned in favour of control ae 125 250° 500 1000 
f acetate assimilation during | 
lark growth. 
~The ability to form cysts in 
he dark depended on whether dy 
rrowth was arrested by acetate 


Cells/mm? 


Cells/mm? 


leficiency or not; in other words, 60 
m1 whether or no carbon assimi- | 
ation could continue after cell- 40 
livision had stopped. Fig. 1 illu- 

trates the result of two parallel 20+ 


lark experiments with acetate 
ind nitrate concentrations varied. TT 
The medium was 60 mg. soil mg CH3COONa/L 


xtract*, 10 eh =F K,HPO,, 10 ae: Fig. 1. Effect of acetate and nitrate supplements to 
MeSO,/ ligatay A, and the same with soil extract enriched with DS eeteo nae ees 
he addition of 25 mg./l. KNO, ea eee ae KNO, Cysts black; 
n B. Acetate supplements are dead cells hatched. 

shown in the figure. 

Depletion of nitrate limited yield to about 25,000 cells per ml. when 
weetate concentrations were over 64 mg./l. in A, and to 100,000 cells per 
nl. when acetate concentrations were over 250 mg./l. in B. Since in the 
emainder of the cultures yield depended on acetate concentration, 
scetate was assumed to be the limiting nutrient in them. After growth 
s arrested, the cells eventually either die or encyst, so that yield is the 
sum of dead cells and cysts. 

In a further series, C (not illustrated in Fig. 1), having 200 mg. /l. 
KNO,, yield was a function of acetate concentration throughout its 
ength, and there was no encystment. The culture with highest acetate 
1,000 mg. /I.) yielded 330,000 cells per ml. 

1 1% (v/v) of an extract which yielded 5.9 g. (dry weight) humic substance per 
l. on acidification. 

Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 21. 


18 


270 M. R. Droop: 


Encystment was concluded to depend on excess acetate because, 
the first place, it took place only in those nitrate limited cultures 1 in 


allowing a heavier yield, caused a greater demand to be made on the 
acetate supplies. Apparently, three times the amount of acetate required 
for a given yield is necessary for its encystment. This is suggested by th 
lack of encystment in four of the nitrate limited cultures, 64 and 125mg. ) 
of series A and 250 and 500 mg./I| 
of series B. In A, although 32 (64 
minus 64/2) mg./l. of acetate were 

- sufficient for 17,000 cells per ml 
to double their number, it requi, 
red 186 (250 minus 64) mg./l. for 
24,000 cells to encyst; and in Bj 
125 (250 minus 250/2) mg./I. of ace- 
tate was sufficient for 48,400 cells 
per ml. to double, while it requi- 
red 750 (1,000 minus 250) mg./L. 
for 110,000 cells per ml. to encyst: 
ees ele ae 7000 _ Essentially the same conclusion 
ang SECON was reached from measurement 

Fig. 2. Effect of acetate concentration on rate of the rate of encystment in 


of encystment in darkness after sodium chloride ¢ 5 ; 
treatment. Time required for encystment of 25% of | different concentrations of ace- 


the cells is ie aie pit concentration. tate in the dark after sodium 
chloride treatment. - 

The salinity of a flask culture of motile cells multiplying actively in 
the light was raised to 0.4% when the cell concentration had reached 
29,100 per ml. The contents of the culture were then divided among 
12 test tubes and acetate added as follows: 1,000, 500, 250, 125 mg./L., 
with 3 replications. The cultures were placed immediately in the dark, 
and the number of cysts thereafter recorded daily. For the purpose of 
this experiment, a cell was considered encysted when the pegtepiag 
membrane became refractive. 

Fig. 2 plots the time for 25% encystment in the cultures againkl 
acetate concentration. The effect of concentration was relatively great 
below 250 mg./l. and small above it. 250 mg./l. was, therefore, the 
limiting concentration for encystment at a cell density of 29,100 
per ml. It can be inferred from Fig. 1 that no more than 75 mg, 
acetate/l. would be required to achieve growth of this number of cells, 


i.e. 1/3 of that found to be required for their encystment in the present 
experiment. 
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Discussion. 


The conclusions suggested by the foregoing are 1) encystment is a nor- 
al result of growth arrest in cultures when caused otherwise than by 
terference with carbon assimilation, 2) continued assimilation is 
ecessary for encystment, 3) the carbon demands are greater for encyst- 
ent than for growth. 


The conditions thus resemble those for carotenogenesis (DRoopP, 1954), 
nd indeed the two phenomena usually occur together in cultures. Both 
esult, presumably, from an accumulation of the products of carbon 
ssimilation when protein synthesis has been arrested, that is when the 
salance between carbon assimilation and utilization is upset. 


A strict comparison cannot be made with McKarer and BurRovucus’ 
1926) findings on Polytomella citri for lack of precise information, but 
their observation that greatest encystment occurred in cultures with 
high starch suggests that P. citri resembles H. pluvialis in its require- 
ments. 

It is necessary to draw attention to some anomalies in an otherwise 
fairly tidy state of affairs. First, in some culture media, e.g. normal 
strength synthetic solutions, encystment tends to precede the appear- 
ance of carotenoids, while in other, e.g. media with soil extract, the 
reverse is the case. Second, experimental results obtained in a highly 
artificial environment do not necessarily give a true picture of happen- 
ings in nature. Encystment is a case in point: the general numerical 
stability of Haematococcus populations in rain pools and the high 
carotenoid content of the cells indicate conditions highly favourable for 
encystment; yet mass encystment is not observed. 

No explanation of these apparent anomalies is at present to hand, 
but there are pointers. The nearest approach to natural behaviour was 
found in extremely dilute synthetic mineral media, in which a very low 
population might remain motile many weeks without multiplying. 
Deficiency of iron was observed to inhibit encystment on more than one 
occasion, and conversely a high concentration of iron seems, like light 
of too high an intens.ty, to cause precocious and sporadic encystment. 
Evidently, besides those discussed in this paper, there are other factors 
involved which are possibly connected with ionic concentration and 
balance. 

The fact that cysts of H. pluvialis are able to withstand many weeks 
of immersion in sea water enables it to live in rock pools within reach 
of occasional sea splash where, indeed, it is not infrequently found 
(Droop, 1953). Thus the reaction to sodium chloride in cultures probably 
has an ecological significance. A slow increase in salinity in consequence 


of the drying up of a slightly brackish pool will be accompanied by 
18* 


encystment of the population, while a sudden and drastic increase 
salinity will be survived only by already existing cysts. 


removal of the cause of encystment, whether it were poisonous meta 
bolites or merely exhaustion of one of the nutrients. 


Zusammenfassung. 


Haematococcus pluvialis in Kultur durch Storung der Vermehrung be. 
wirkt wird, falls diese nicht eine Folge mangelnder Kohlenstoffassimila 
tion ist. Es hat sich erwiesen, da anhaltende Assimilation fiir die Bil 
dung der Dauersporen notwendig ist, ja, da& der Kohlenstoffbedai 
dabei gréBer ist als fiir bloBe Vermehrung. 
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Ernahrungs- und entwicklungsphysiologische 
Untersuchungen an anaeroben Bakterien. 


1. Zur Erniihrungsphysiologie der Clostridien. 


Von 
H. STOLP. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 3. November 1954.) 


Unter den anaeroben Bodenbakterien nehmen die zur Bindung elemen- 
taren Stickstoffs befaihigten Clostridien eine Sonderstellung ein. Nach 
einleitender Schilderung der Isolierung und systematischen Einordnung 
von 2 zu Clostridium butyricum Prazm. gehorenden Stimmen werden 
nachstehend Untersuchun- 
gen tiber ihre Ernahrungs- 
anspriiche mitgeteilt, unter 
besonderer __ Beriicksichti- 
gung der bei verschiedenen 
Ernahrungsbedingungen zu 
beobachtenden Verande- 
rungenim Bedarf an Wachs- 
tumsfaktoren. Der Aus- 


P Abb. 1. Clostridium butyricum. Links: Stamm A, TIogen- 
gangsstamm (A) ist aus firbung mit Lugolscher Lésung. VergréB8erung 1100 mal. 


Rechts: Stamm B, Methylenblau (da Iogen-negativ). 


einer Hinspor- Isolierung VergréBerung 1100mal. 


hervorgegangen. Bei dem 

anderen (B) handelt es sich um eine in der Ausgangskultur spater 
aufgetretene Variante, die durch den Verlust des Sporen- und logen- 
bildungsvermégens ausgezeichnet ist, und die sich auch im Hinblick auf 
eine Anzahl biochemischer Leistungen unterschiedlich verhalt (Abb. 1). 


Isolierung und systematische Stellung der untersuchten Clostridien. 


Die stickstoffbindenden anaeroben Bakterien wurden in einer Kultur nach 
Winocrapsky (1902) angereichert. Die aus 2% Dextrose, 0,1% K,HPO,, 0,02% 
MgSO, :7H,0 und einer Spur NaCl, FeSO,-7H,0 und Mnso,- 4H,0 bestehende 
Nahrlésung wurde im Reagensglas mit etwa 2g Gartenerde beimpft und nach 
Zusatz von Kreide 15 min bei 78° C im Wasserbad erhitzt, um nichtsporenbildende 
Bakterien abzutoten. Bebriitungstemperatur 28° C. Nachdem durch Schaumbildung 
und Buttersiuregeruch die Anwesenheit der gewiinschten Organismen angezeigt 
war, konnten sie mit den in der Anaerobentechnik iiblichen Methoden isoliert werden. 
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Anzahl isolierter Sporen wuchsen nur wenige an. 

Worauf die auch von anderer Seite beobachteten MiBerfolge bei Einzell-Iso-- 
lierungen von Clostridien beruhen, kann nicht gesagt werden. Hs sei in diesem) 
Zusammenhang nur erwahnt, daS Dornur (1924) bei Bacillus amylobacter lediglich } 
19—45°/,, der Zellen wachstumsfahig fand. Uber Versuche, die sich mit den Be-- 
ziehungen zwischen eingeimpfter Zellzahl, Art des Nahrsubstrates und dem An 
wachsen der Kulturen befassen, wird in der 2. Mitteilung berichtet. 


Die systematische Einteilung der Clostridien ist durch die Variabilitat 
morphologischer und biochemischer Eigenschaften erschwert. Das gilt 
sinngemaB auch fiir alle anderen Bakterien, sofern man eine Anzahl 
ganz bestimmter Merkmale als charakteristisch fordert. 


Von Ricuarp (1948, 1950) sind an Clostridien umfangreiche systematische 
Untersuchungen durchgefiihrt worden. 260 aus den verschiedensten Substraten | 
isolierte Reinkulturen von Buttersaiurebildnern lieBen sich nicht mit den beschrie- - 
benen Arten identifizieren. Bei mehrfacher Uberpriifung zeigte selbst ein und derselbi 
Stamm oftmals verschiedene Higenschaften. Insbesondere war eine Inkonstanz in | 
der Vergirung diagnostisch wichtiger Kohlenstoffquellen zu beobachten. 


RicHarp kommt zu dem SchluB, da die in der Literatur beschriebe- 
nen und in Berceys ,,Manual of Determinative Bacteriology“ fes 
gelegten ,,Arten‘‘ von beweglichen Butterséurebakterien als Synonym | 
von Clostridium butyricum Prazm. aufzufassen sind. Auf Grund der in. 
der Tab. 1 zusammengefafiten Feststellungen mu diese Auffassung 
geteilt werden. Dort ist das Wachstum der Stémme A und B bei Ver- 
wendung verschiedener C-Quellen zusammengestellt, und zum Ver- 
gleich sind fiir die systematisch nahestehenden und fiir eine Identi- 
fizierung in Frage kommenden Arten und Unterarten die entsprechende 
Angaben aus Bercrys Manual mit aufgenommen. Weder A noch B 
k6nnen danach auf Grund iibereinstimmender Merkmale einer der be- 
schriebenen Arten zugeordnet werden. Es wird jedoch fiir ungerecht 
fertigt gehalten, die isolierten Stémme wegen dieses Befundes als neu 
Arten zu betrachten. Sie gehéren als Varianten in den Formenkreis von 
Cl. butyricum Prazm. Den fiir eine Identifizierung der buttersiiure 
bildenden Clostridien in der Systematik als charakteristisch geltenden 
saccharolytischen Eigenschaften ist somit kein taxonomischer Wert bei- 
zumessen, wie schon RicHARD (1950) betonte. 

Neben dem als Beispiel angefiihrten Verhalten bei der Vergirung 
verschiedener C-Quellen ist auch die morphologische Ausbildung der 
durch grofen Formenreichtum ausgezeichneten vegetativen und sporu-. 
lierenden Zellen fiir eine systematische Abgrenzung wenig geeignet. Wie 
der Stamm B zeigt, ist weiterhin das Vorhandensein iodophiler Substanz. 
kein artcharakteristisches Merkmal. | 


1 Herrn Prof. Dr. R. Mryer danke ich fiir die freundliche Hilfe bei der Durcha 
fiihrung der Hinzell-Isolierungen. | 
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Tabelle 1. Vergdrung verschiedener O-Quellen durch Clostridien. 


Cl. butylicum; II Cl. beijerinckit; III Cl. Pasteurianum; IV Cl. multifermentans ; 
V Cl. acetobutylicum; A, B Cl. butyricum. 
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Von Systematikern sind die Clostridien auf Grund der zu beobachtenden 
Variationsbreite mehrfach umgruppiert worden. So hat BREDEMANN (1909) die 
Begriffe Clostridium und Granulobacter fallen lassen und die buttersaurebildenden 
anaeroben Bakterien in dem Formenkreis des Bacillus amylobacter zusammen- 
gefaBt1. BrepEmanN beobachtete, daB sich die Staémme in ihren Higenschaften 
veranderten, wenn sie nicht bei Passagenkulturen zur Abtétung vegetativer Zellen 
abgekocht wurden. Zur Regeneration asporogener Stémme benutzte er mit Kalk 
eingeriebene, sterile Kartoffelscheiben. Uber die Natur der von ihm naher beschrie- 
benen kokkenahnlichen Zerfallsprodukte, die in den Kulturen von Bac. amylobacter 
auftraten, und die auch schon friiher von WINOGRADSKY (1902) beschrieben worden 
waren, ist in der Folgezeit viel diskutiert worden. RuscuMann und BavENDAMM 
(1925) konnten die sogenannten Mikrooidien nicht beobachten. Bei den von ihnen 
festgestellten kokkenartigen Gebilden soll es sich um Verunreinigungen der Kulturen 
mit Streptococcus acidi lactici gehandelt haben. Guéiin (1950) hat neuerdings bei 
Cl. perfringens nach Zugabe spezifischer Phagen ebenfalls mikrokokkenahnliche 
Formen beobachtet. Auch nach Einwirkung verschiedener Antibiotica und be- 
stimmter Chemikalien traten derartige Gebilde auf. Die atypischen Zellformen bei 


1 Der Name Bac. amylobacter stammt von vAN T1ncHEM (1877). 
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Bac. amylobacter sind von BuckstEEG (1934/35) naher untersucht worden. 
wurden um so mehr atypische Formen festgestellt, je alter die Kulturen waren, 
unter erhéhter O.-Spannung (bis zu 30 mg O,/1) traten sie besonders zahlreich 
Die atypischen Formen wurden als Degenerationserscheinungen gedeutet. 


Bei den eigenen Untersuchungen (2. Mitteilung, S. 302) traten un 
bestimmten Wachstumsbedingungen ebenfalls zahlreiche mikrokokke 
ahnliche Formen und kleinere granulierte Gebilde auf. 

Es ist mehrfach beobachtet worden, daB sich Clostridien bei standiger 
Ziichtung auf Laboratoriumsnahrbéden in ihrer Garkraft und anderen 
physiologischen Eigenschaften andern [SPEAKMAN (1925), BERNHAUER 
u. KURSCHNER (1935), PELDAN (1939)]. ee | 


RaBoryowa u. Mitarb. (1952) stellten bei fortlaufender Kultur von Cl. Pasteu- 
rianum unter Laboratoriumsbedingungen den Verlust der Fahigkeit, Stickstoff zu 
binden, fest. Kurzenok u. ASCHNER (1952) berichten, daB Cl. butylicum nach 
10 Passagen weniger Zucker verbrauchte, dafiir aber mehr Buttersiure und weniger 
neutrale Produkte produzierte. Normale Zellen bildeten auf festen Medien S-Kolo- 
nien, degenerierte solche vom R-Typus. Allgemein hat man in der Bodenbakterio- 
logie durch ,,Erdpassagen“ derartig degenerierte Stimme kraftigen und in den 
urspriinglichen Eigenschaften wiederherstellen kénnen, ohne genaue Kenntnis iiber 
die Natur dieses Vorganges zu besitzen. Bei der ,,Tierpassage“ in der medizinisch en 
Bakteriologie handelt es sich um einen analogen ProzeB, der ebenfalls in seinen 


physiologischen Beziehungen bis heute nicht restlos aufgeklart worden ist. i 
Methodik. | 


Fir die Ziichtung anaerober Bakterien ist eine Anzahl spezieller Methoden a 
wickelt worden. Eine Zusammenstellung von besonderen Nahrbéden, Kulturgeriten 
und Arbeitsverfahren ist bei Mnyer u. PrerscHMANN (1939) zu finden. Da die 
Kultur unter Sauerstoffabschlu8 durch den damit verbundenen apparativen Auf- 
wand umstandlich ist, mu die Einfiihrung des Gebrauchs reduzierender Substanzen. 
als ein besonderer Fortschritt in der Technik der Anaerobenziichtung angesehen 
werden. Es handelt sich hierbei im wesentlichen um organische Verbindungen, von 
denen sich Ascorbinséure, Natrium-Thioglykolat und Na-Formaldehydsulfoxylat 
besonders bewahrt haben. Daneben sind Cystein, Glutathion und andere Stoffe mit 
Sulfhydrylgruppen verwend:t worden. Der Gebrauch dieser Substanzen wurde von 
ALLYN u. BaLpwIn (1932) eingefiihrt. Uber den Wirkungsmechanismus liegen 
verschiedene Arbeiten vor, auf die im Zusammenhang mit den in der 2. Mitteilung 
behandelten entwicklungsphysiologischen Fragen noch zuriickzukommen sein wird. 
Es soll an dieser Stelle aber schon erwahnt werden, daB der Zusatz reduzierender 
Substanzen zur Nahrlésung nur fiir die Ziichtung anaerober Bakterien in Fliissig- 
keitskultur geeignete Bedingungen schafft. Oberflachenwachstum obligat Anaerober 
ist auf Agarnahrbéden auch nach Zugabe derartiger Verbindungen nicht méglich. 
Wegen der Férderung der allgemeinen Wachstumsbedingungen werden heute 
handelsiiblichen Anaeroben-Nahrbéden jedoch vielfach reduzierende Substanzen’ 


schon von vornherein zugesetzt (z. B. Brewmrs Anaerobic Agar und Fluid-thio- 
glycollate-medium von Dirco). 4 


Die Ernthrungsanspriiche der untersuchten Clostridien sind in folgen-_ 
der Grundnihrlisung (GN) ermittelt worden: ; 
100 cm* Aqua dest. (bzw. bidest.); 50mg K,HPQ,; 50 mg KH,PO,; 20mg 
MgSO,-7H,0; 1mg MnS0O,-4H,0; 1 mg NaCl; 1mg FeSO,:7H,0O; 1 mg 


\ 
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Na,Mo0, - 2H.O; 1g Glucose; I cm? 10%ige Na-Ascorbinatlésung; px 6,8. Ab- 
weichungen von dieser Zusammensetzung sind jeweils bei den betreffenden Ver- 
suchen vermerkt. Die Bebriitung der Kulturen erfolgte bei 30° C. E 

Da die Verwendung heifsterilisierter synthetischer Lésungen mit ver- 
schiedenen Nachteilen behaftet ist, wurden ausschlieBlich steril filtrierte 
Nahrlésungen verarbeitet. Sie haben den Vorteil, optisch klar zu sein 
und erméglichen eine exakte Bestimmung der Wachstumsgré8e durch 
Nephelometrie (Tyndalleffekt) bzw. Messung der optischen Lichtdurch- 
lassigkeit. Bei der Hitzesterilisation kommt es dagegen — besonders 
durch den Phosphat-, Mg- und Fe-Gehalt.— leicht zu Ausfillungen, die 
lichtelektrische Wachstumsmessungen unméglich machen. AuBerdem 
wird eine Verinderung des Substrats durch Hitzeeinwirkung (z. B. 
Karamelisierung des Zuckers, die in mineralischer Nahrlésung haufig 
beobachtet wird) verhindert. Bei den hier durchgefiihrten Untersuchun- 
gen bot die Filtrationsmethode weiterhin den Vorteil, daB die hitze- 
empfindliche Ascorbinsiure nicht getrennt zugesetzt zu werden brauchte. 

Auf den Umstand, daB die Behandlung der Nahrlésung bei Wuchsstoffunter- 

suchungen nicht nebensachlich ist, wurde schon von verschiedener Seite hingewiesen. 
Als Beispiel sei die Beobachtung von Bovarnick (1943) angefiihrt, wonach beim 
Erhitzen von Asparagin und Glutaminsdure kleinste Mengen Nicotinsiureamid 
gebild-t werden. Raynaup u. VISCONTINI (1945) sowie Eppy u. Inaram (1953) 
haben festgestellt, da8B durch Hitzebehandlung zuckerhaltiger Nahrlésungen, 
besonders in Gegenwart von Aminosauren (Eppy u. Ingram), Reductone entstehen. 
Diese kénnen die Kulturbedingungen iiber eine Senkung des Reduktions-Oxydations- 
Potentials beeinflussen und diirfen ebenfalls nicht unberiicksichtigt bleiben. . 
_ Da fiir die Filtration und sterile Abfiillung geeignete Gerate nicht im 
Handel sind, wurde eine Apparatur entwickelt, bei der Filtrier- und 
Abfillvorrichtung kombiniert arbeiten. Der Vorteil des Gerites ist vor 
allem darin zu sehen, da die tiblicherweise in ein geschlossenes Auffang- 
gefaB filtrierte Lésung nicht erst unter Infektionsgefahr mit Hilfe von 
Pipetten in die KulturgefaBe iiberfiihrt zu werden braucht?. 

Fiir die Gewinnung einwandfrei steriler Nahrlésungen hat sich die Verwendung 
von Membranfiltern Nr. 30 (mittlerer Porendurchmesser 125—155 my) als not- 
wendig herausgestellt. Bei Benutzung der als ,,bakteriendicht“ bezeichneten Filter 
Nr. 20 waren die Lésungen nicht immer keimfrei. Auch Mater u. BEUTELSPACHER 
(1954) haben bei Verwendung von 20er Filtern 350 my groBe Kokken nicht restlos 
zuriickhalten kénnen. Es hat sich weiterhin als zweckmaBig erwiesen, das fiir die 
Bereitung der Nahrlésungen zu verwendende destillierte Wasser zusitzlich zu 
sterilisieren, um Kiimmerformen kleinster Dimensionen, wie sie in nahrstoffarmen 
Wassern auftreten [Jannasca (1954)], abzutéten. 
~ In den Ernahrungsversuchen wurden Reagensglaser mit je 10 cm* Lésung als 
KulturgefaBe benutzt. Da die Art des Impfmaterials sowie die Anzahl der einge- 
impften Keime bei ernahrungsphysiologischen Untersuchungen, besonders in 
definierten Substraten, eine wichtige Rolle spielen, wurde fiir die Beimpfung ein in 
folgender Weise gewonnenes Impfmaterial verwendet: Die in einer Vitambakt- 

1 Das Gerat wird von der Firma Sartorius, Géttingen (Membranfiltergesellschaft), 
geliefert. 
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Pepton-Zucker-Lésung! mit Zusatz von 0,1% Ascorbinsaure sich entwickelnde! | 
Bakterien wurden nach beendeter Garung zur Entfernung von Nahrlosungsreste! 
unter sterilen Bedingungen zentrifugiert und in m/60 Phosphatpuffer (px 3.8) | 
gewaschen. Der Vorgang wurde 5mal wiederholt. Die gesamte aus 150 cm? ee 
wonnene Bakterienmasse wurde nach der Behandlung in 25 cm*® Pufferlésung auf- 
geschwemmt und in sterile Ampullen eingeschmolzen. Stamm A erhielt zur Ab- 
tétung der vegetativen Zellen einen Hitzeschock (15 min bei 78° C im Wasserbad), 
Die Beimpfung erfolgte mit jeweils 1 Tropfen (entsprechend 3-10’ Zeilen fir A 
baw. 5 - 10? fiir B) fiir 10 cm? Nahrlésung. 7 

Die Ascorbinséure wurde normalerweise vor der Filtration zugegeben. Bei 
komplexen, hitzesterilisierten Medien erfolgte der Zusatz jedoch nachtraglich in 
Form von steril filtrierter Na-Ascorbinatlésung. Der Gebrauch von Ganzglas- 
spritzen hat sich gegeniiber Pipetten fiir eine gleichmaBige Beimpfung sowie fir 
sterile Zusitze jeder Art als vorteilhaft erwiesen. Das Wachstum wurde ue 


mit dem Colorimeter nach Lancr (Angabe der Werte in Prozenten der Licht 
absorption) oder dem Photometer ,,Eppendorf“ (Angabe der Werte als Extinktion) | 
gemessen. Die Bestimmung erfolgte jeweils nach Beendigung der Kulturentwicklung, 
Bei den angegebenen Wachstumswerten handelt es sich um Mittel aus mei 
5 Parallelen. 


= 


Die Ernéihrungsanspriiche. 


ee Ba cate hy Regie 


Allgemeine Bemerkungen. ; 
Die Erforschung der Ernahrungsanspriiche von Bakterien und anderen Mikro- 
organismen hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem umfangreichen Arbeits- 
gebiet entwickelt. Dabei hat es sich gezeigt, daB auBer Mineralsalzen und nebe 
einer C- und N- Quelle vielfach bestimmte organische Verbindungen notwendig sin 
die unter dem Begriff ,, Wachstumsfaktoren‘‘ zusammengefaBt werden kénnen. Sie 
gehéren chemisch den verschiedensten Stoffklassen an und umfassen Vitamine, 
Purin- und Pyrimidinbasen, Aminosiuren und andere Verbindungen. Es wird zu 
ihnen vereinbarungsgemaB im weitesten Sinne jede organische Substanz gerechnet 
die in geringer Menge von einem bestimmten Organismus ben6tigt wird, unabhangig 
davon, ob sie selbst synthetisiert werden kann oder zugefiihrt werden muB. Das” 
Bediirfnis fiir einen oder mehrere Stoffe dieser Kategorie erklirt, warum viele 
Bakterien urspriinglich nur in komplexen Substraten biologischen Ursprungs 
kultiviert werden konnten. Knicur (1936) und Lworr (1936) haben unabhangig 
voneinander den Gedanken geauBert, daB der Anspruch auf bestimmte Verbin- 
dungen durch Syntheseverlust zu erklaren sei. 2 
Fast alle Bakterienwuchsstoffe, zu denen auch einige aus der Tierphysiologie 
bekannte Vitamine gehéren, stehen zu bestimmten Fermenten. in enger chemischer 
Beziehung und sind somit als Wachstumskatalysatoren anzusehen. Diese Erkenntnis 
hat zu einer fruchtbaren Zusammenarbeit zwischen biochemischer und mikro- 
biologischer Wuchsstofforschung gefiihrt und einen Einblick in komplizierte Stoff- 
wechselvorgiinge gestattet. Es hat sich ergeben, da Wuchsstoffe zum Teil durch 
vollig konstitutionsfremde Substanzen ersetzbar sind und auf der anderen Seite 
durch Antagonisten in ihrer Wirkung blockiert werden kénnen. Uber die Chemie 
und Physiologie der Wachstumsfaktoren liegt eine umfangreiche Literatur vor. Es 
kann im folgenden nur auf einige im Zusammenhang mit den eigenen Untersuchun- 
gen interessierende Arbeiten hingewiesen werden. Aus den Grundlagenforschungen 
* ,,Vitambakt“ enthalt die Wuchsstoffe enzymatisch verdauter Hefen, Amino- 
siuren sowie Spurenelemente. } 


Zusammensetzung der Nabrlésung: 1% Vitambakt, 0,5% Pepton, 1% a 
! 
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ber Wuchsstoffanspriiche hat sich als besonderes Arbeitsgebiet der angewandten 
likrobiologie die Benutzung von Mikroorganismen fiir die Bestimmung derartiger 
ubstanzen entwickelt (Zusammenstellung bei Gy6rey, 1950). Die mikrobiologischen 
irgebnisse sind oft bei kleinsten Substanzmengen in kiirzester Zeit und mit groBter 
renauigkeit zu erhalten. Die Erkenntnis der Identitaét emer Anzahl von Wachstums- 
aktoren fiir Mikroorganismen und tierische Organismen hat das Studium der 
‘itaminfunktionen stark geférdert und zur Identifizierung unbekannter Wirkstoffe 
eigetragen. Der Vorschlag, den kostspieligen und zeitraubenden Tierversuch durch 
sakterienteste zu ersetzen, wurde schon von Woo.LLey (1941) gemacht. Inzwischen 
ind fiir verschiedene Wirkstoffe mit bestimmten Testorganismen quantitative 
sestimmungsmethoden entwickelt worden, die bei der Untersuchung von Nahrungs- 
nitteln, Blut, Vitaminprodukten, pharmazeutischen Praparaten und anderen 
iologischen Materialien angewendet werden (SNELL, 1950; Wiss, 1950). 

Uber die Wirkstoffanspriiche von Clostridien liegt eine Anzahl von Unter- 
uchungen vor (McDanrev u. Mitarb., 1939; Swern u. WitiraMs, 1939; CLaRc 
. Mrrcneiy, 1944; Lampen u. Peterson, 1943, 1944; BeRNHEIMER, 1944; 
2EYES-TEODORA u. MicKELson, 1944; Boyp u. Mitarb., 1948; Smrra u. DouGuas, 
950; Wik6n u. Ricuarp, 1952, und andere). Bis auf Cl. acidi urict (BARKER 
1. PeTERSON, 1944) waren alle bisher untersuchten Clostridien auf die Zufuhr 
ron Wachstumsfaktoren angewiesen. Bemerkenswert ist die Feststellung von 
[aGER u. Mitarb. (1954), da bei toxigenen und nichttoxigenen Stammen von 
1. parabotulinum Unterschiede in bezug auf die Wirkstoffanspriiche bestehen. 


Higene Untersuchungen. 


In komplexer Nahrlésung, z. B. Bouillon-Dextrose oder Vitambakt- 
>epton-Dextrose! (VPD) wachsen beide Stimme sehr kraftig unter Ver- 
‘irung des Zuckers bei Freisetzung von CO, und Hy. Die Kulturen unter- 
cheiden sich auBerlich durch die Art des Absetzens der Bakterien nach 
yeendeter Girung. A bildet ein kompaktes Sediment mit dartiber- 
tehender klarer Losung und setzt sich zum Teil schleierartig an der 
Hlaswandung ab. Bei B bleibt die Losung gleichmaBig getriibt. Die 
Sedimentationsgeschwindigkeit ist hier so gering, daf} sich erst nach 
nehreren Tagen eine Aufhellung im oberen Teil der Losung abzeichnet. 
Nach Zusatz von Lugolscher Lésung farbt sich eine Kultur von A 
ntensiv blauviolett, wihrend B iogennegativ ist. Ohne eine vergirbare 
ohlenstoffquelle kommen beide Stiimme in Vitambakt-Pepton allein 
uicht zur Entwicklung. 

Die Abhaingigkeit des Wachstums von der Zuckerkonzentration zeigt 
Tab. 2. Bei Zuckerkonzentrationen iiber 2°, wird das Wachstum nicht 
nehr gefordert. Hine geringe Depression ist bei 20% zu beobachten, und 
n 50% iger Losung bleibt die Entwicklung aus. Durch Verdiinnung der 
VPD-Lésung auf 1:10 wird das Wachstum auf etwa die Halfte reduziert. 
Bei 1:50 tritt keine Entwicklung mehr ein, obwohl nach Tab. 2 bei 
l50°% Zucker noch relativ gutes Wachstum zu erwarten ist. Es ist 
inter diesen Bedingungen der geringe Gehalt an Vitambakt und Pepton 
ils begrenzender Faktor anzusehen. 


"1 Siehe Anmerkung IG TS Zari} 
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Wurde der Zucker mit der Vitambakt-Pepton-Lésung zusamm: 
sterilisiert (20 min bei 122° C), so war das Wachstum starker als na 
Zugabe entsprechender Mengen steril filtrierter Zuckerlosung, wie a 
Tab. 3 zu ersehen ist. 


Tabelle 2. Wirkung der Zuckerkonzentration. 
Nahrlésung: Vitambakt-Pepton. 


| 


Glucose | Lichtabsorption 

Konzentration in % | A B 

50 — — 
20 83 | 91 
10 92 | > 100 
5 94 > 100 
2 94 95 
if 90 89 
Ome | 54 52 
10-2 | 44 37 
10-3 33 38 
10-4 | 0 0 
0 0 0 


Eine Potentialbegiinstigung durch méglicherweise beim Erhitzen entstande 
reduzierende Substanzen ist nicht als Ursache anzusehen, da in VPD selbst bei 
1/1 99% Vitamin C-Zusatz noch anaerobes Wachstum méglich war. In Vitamin C-frei 
Lésungen kénnte die Entstehung von Reduktionen ftir die Kinstellung des geei 
neten ROP (Reduktions-Oxydations-Potential) eine Rolle spielen. Sind jedoch d 
Potentialverhiltnisse fiir das Anwachsen anaerober Bakterien tiberhaupt geeignet 
dann besteht zwischen ROP und Wachstumsgré8e kein unmittelbarer Zusammen. 
hang (vgl. 2. Mitteilung, S. 305). Vermutlich werden durch Erhitzen der zucker. 
haltigen Lésung iiber die Ernihrung wirkende wachstumsférdernde Bedingunger 
geschaffen. 


Tabelle 3. Wirkung der Sterilisation. 
Nahrlésung: VPD. 


Vitamin C Lichtabsorption. 
; ate | hitzesterilisiert |  steril filtriert 
Konzentration in % | | 
| A B 
| | 
0,1 | 90 | 70 
0,05 88 | 72 
0,01 | 92 | 74 


Ohne Zusatz geringer Mengen biologischen Materials, wie es zur Het 
stellung komplexer Nahrmedien verwendet wird, ist in GN kein Wachs 
tum moglich (Tab. 4). Auch mit Casein-Hydrolysat (vitaminfrei) bleibi 
die Entwicklung aus. Ein Gemisch von Aminosiuren allein schafft somit 
noch keine giinstigen Ernahrungsbedingungen. 
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Zur Frage des Wachstums bei verschiedenen Kohlenstoffquellen in Vitambakt- 
-epton-Lésung soll ergiinzend zu den in Tab.1 gebrachten Ergebnissen noch 
nitgeteilt werden, da von einer Anzahl weiterer Verbindungen nur Gluconsaure, 
Brenztraubensiure und Ribose ausgenutzt werden konnten. Die folgenden Sub- 
stanzen waren als C-Quellen ungeeignet: Na-formiat, Na-acetat, Propionsaure, 
Buttersiure, Capronsaiure, Palmitinsiure, Stearinsiure, Oxalsiure, Malonsaure, 
Acrylsiure, Weinsaure, Apfelsiure, Bernsteinsiure, Citronensaure, Asparaginsaure, 
Glutaminsaiure, Harnsiure, «-Alanin, Adonit und Erythrit. Fructose war die am 
besten geeignete C-Quelle. Da auch die von Ricuarp (1950) untersuchten 260 
buttersdurebildenden Clostridien ausnahmslos befahigt waren, neben Glucose 
Fructose zu vergiren, ist anzunehmen, da Fructose allgemein von garenden 
Clostridien besonders leicht verarbeitet wird. Wegen der Fahigkeit, Lactose, aber 
nicht Calciumlactat anzugreifen, gehéren die Stiéimme A und B zu einem Typ, der 
bei RICHARD zu etwa 6% vertreten war. 


Tabelle 4. Wirkwng verschiedenartigen biologischen Materials. 
Nahrlésung: GN. 


Zusatz | Lichtabsorption 

1/100 % A B 
[eVitambakt jueys inet.) J) eh 35 55 
Dg DICE WHEZO) sam. Phi eee Ssbke sede 3 55 —_ 
3. Nutrient broth (Difco). . .... 41 40 
4, Brain-heart-infusion (Difco) .. . 45 38 
5. Casamino acids (Difeo) ..... 45 65 
6. Casamino acids (Ditco) vitaminfrei — 
ia Gr Negaeees Ebi) hareiCn iste en ace te, Leh - _ 


Setzt man zur GN abgestufte Mengen 1° iger Vitambakt-Losung, so 
ist von ¥/199 cm? an (2 41999 % Vitambakt) Wachstum zu beobachten. 
Enthalt die Nahrlésung zusatzlich 0,59 Ammonsulfat, dann ist die Ent- 
wicklung kriiftiger, wobei die relative Zunahme des Wachstums bei 
geringem Vitambakt-Gehalt am groBten ist (Tab. 5). 


Tabelle 5. Wirkung von Vitambakt. 
Nahrlésung: GN + 0,5% (NH,)2SO,. 


en EEE 


Zusatz Lichtabsorption Relative Zunahme 
Vitambakt (1%ig) GN—N GN + N (GN +N) — (GN—N) 
em? Stamm B 
0,01 23 50 27 
0,05 | 35 57 22 
0,1 | 52 64 12 
1,0 70 ah va 


Da in GN allein kein Wachstum auftrat, wurde die Wirkung einer 
Anzahl von Substanzen gepriift, die als ,,»Wachstumsfaktoren“ be- 
kannt sind. 
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Bei Beimpfung mit einer kraftig garenden Kultur komplexer Zusammensetzuny 
trat auch in GN durch Uberfiihrung von Nahrlésungsbestandteilen in Abhangigk eit 
von der Impfmenge eine mehr oder weniger starke Bakterienentwicklung ein. Be 
Verwendung des von Nahrlésungsspuren befreiten Impfmaterials war dies jedoch 
nicht der Fall. 

Zunachst wurden folgende Substanzen gepriift (Konz./100 cm* Nahr- 
lésung): 1. Aneurin 100y; 2. Lactoflavin 100y; 3. Pyridoxal 20 y; 
4, Ca-Pantothenat 100 y; 5. Nicotinséureamid 100 y; 6. p- Aminobenzoe- ; 
siure 207; 7. Biotin 1 y; 8. Folsiure 1 y. 0,5 cm® einer Stammlés | 
wurden zu 10 cm® Nahrlésung gegeben, so dafi die oben Sneed 
Konzentrationen vorlagen. Es ergab sich, daB in GN (mit und o 
Ammonsulfat) Jediglich Biotin unentbehrlich war. Auch in einer Nahr 
lésung mit Zusatz von 0,5% vitaminfreiem Caseinhydrolysat ite) 
war Biotin erforderlich und konnte durch keinen der anderen ae 
stoffe ersetzt werden. Das Wachstum in GN + Caseinhydrolysat + Bio- 
tin war jedoch betrichtlich gréBer als in GN + Biotin allein. Fir die: 
Priifung der Wirksamkeit bestimmter Wirkstoffkombinationen wurden 
Mangellésungen angesetzt, die bis auf einen der Stoffe jeweils alle 
anderen enthielten. Auch hier erfolgte der Zusatz von 0,5 em? als Wirk 
stoffgemisch zu 10 cm® Nahrldsung. Wie aus Tab. 6 zu ersehen, ist ohn 
Biotin kein Wachstum méglich. Der Stamm B zeigt auSerdem bei 
Fehlen von p-Aminobenzoesiure eine etwas geringere Entwicklung. Im 
iibrigen konnen alle anderen Wirkstoffe entbehrt werden. Die zusitzliche 
Gabe von gebundenem Stickstoff (0,5°% Ammonsulfat) war — wie zu 
erwarten — bei Gegenwart von Caseinhydrolysat ohne Wirkung. 


Tabelle 6. Wirkung von Wirkstoffgemischen. 
Nahrlosung: GN + 0,5% Caseinhydrolysat (vit. frei) -- 0,5 Ammonsulfat. 


—— Wirkstoffmangellésung. : 


sicipelintslnceatinegieily 


Zusatz | Lichtabsorption 7 

WstM ae -—(NH,),80, iy (NH,):804 “4 

| | B A a 

ohne 1 85 91 87 93 

nee 85 | 92 86 94 i 

ro 85 92 . 88 92 

ee 7 lai ig 8 86 92 «Cf 

=" 85 | 90 87 86 : 

el 86S [79 87 (a1 : 
> 7 = oo. — — 

he: 84. | 89 87 | 83 

Kontrollen un ja an | ew § 

18 | 86 fewng2e sil iesy GN eC 


Da in Nahrlésungen mit Caseinhydrolysat (vitaminfrei) selbst nach Beimpfung 
mit dem gereinigten Impfmaterial schwaches Wachstum auftrat, wurde bei allen Ver- 
suchen, die Caseinhydrolysat enthielten, grundsatzlich Biotin-verarmtes Zellmateri 
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erimpft. Dies geschah in der Weise, daB die in Biotin-freier Lésung gewachsenen 
akterien zum Beimpfen verwendet wurden. Wahrscheinlich hangt das bei Gegen- 
art von Aminosiuren zu beobachtende geringe Wachstum mit einer Biotinreserve 
t ernahrter Zellen zusammen. Denn bei der 2. oder weiteren Passagenimpfung 
n dem entsprechenden (Biotin-freien) Substrat trat keine Entwicklung mehr ein. 
Die Abhangigkeit des Wachstums von der Biotinkonzentration zeigt 
Tab. 7. Die Kontrolle K, wurde mit dem normalen Impfmaterial be- 
mpft; K, erhielt biotinverarmte Zellen. Bis zu einer Konzentration von 
10-2 y/100 cm® war das Wachstum 
annaéhernd gleich. Erst bei weniger 
uls 10-2 » trat ein Riickgang ein. Da [ 
bei 10-* /100 cm® sich nur noch A L 
entwickelte, liegt fiir B ein etwas ‘a WA 
hoherer Biotinbedarf vor. Aus Abb. 2 
ist zu ersehen, da im Bereich von 
10-§ bis 10-? y/100 cm$ eine lineare 


as 
0,2 AVA 
Abhangigkeit des Wachstums von peoatey 


/og. Extinktion 


a he - 0,7 Bend) t- te 
der Biotinkonzentration besteht. we o% w* wo? 0% 0? 74 
Wurden die S. 282 angegebenen konz. Biotin y/ 100 cm3 
Normalkonzentrationen der Wirk- app. 2. apnangigkeit der Entwicklung von 
stoffe geaindert, dann konnte mit der Biotin-Konzentration. 


der 1000fachen Konzentration von 
Aneurin ein Wachstum erzielt werden, das etwa dem von 10° y Bio- 
tin/100 cm? entsprach. Alle anderen Verbindungen waren in niederen 


Tabelle 7. Wirkung der Biotin-Konzentration. 
Nahrlésung: GN + 0,5% Caseinhydrolysat (vit. frei). 


Biotin Extinktion 
y/100 em? | A B 

1 0,97 0,84 
10-1 0,95 0,84 
10-2 0,96 0,86 
10-3 | 0,59 0,41 
Ox 0,36 0,21 
10-> 0,22 0,05 
LOn* | 0,14 0 
K, 0,03 0,01 
K, 0 0 


ind -hoheren Konzentrationen wirkungslos. Bei St. awreus ist ent- 
sprechendes fiir B, + Nicotinsdure und Biotin beobachtet worden 
‘Pererson u. Pererson, 1945). planta 

Weil nach den bisherigen Ergebnissen nur Biotin wirksam war, wurde 
sine Anzahl weiterer Substanzen mit Wirkstoffcharakter getestet. Die 
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Priifung erfolgte in: 1. GN ohne Zusatz; 2. GN + 0,1% (NH,),S 
3. GN + 0,5 % Caseinhydrolysat Difco (vit.frei). 


Es wurden gepriift (Konz./100 em’): Adenin 1 mg; Guanin | mg; Xanthin 1 m 7 
Uracil 1 mg; Thiouracil 1 mg; Thymin 1 mg; Adenosin 1 mg; Adenosintriph oa 
siure 1 mg; Hefeadenylsiure 1 mg; Ribosenucleinsaure 1 mg; Desoxyribosenuclein- 
siure 1 mg; Guanosin 1 mg; Cholin 500); Vitamin B,, 0,2y; Glutamin 10 mg; 
Glutathion 1 mg; Sarkosin 10 mg; Inosit 10 mg; Vitamin A-acetat 0,2 mg; Vita 
min D 0,1 mg; £-Indolylessigsiure 0,1 mg; Methylguanidin 1 mg; Nicotinsdiure 
0,1 mg; Methyl-1,4-naphthochinon 0,5 mg; «-Alanin 1 mg; Asparaginséure 100 mg. 


Nur mit Uracil, Thymin und Cholin wurde eine Wirkung erzielt. Sie 
war betrachtlich geringer als mit Biotin, aber deutlich. Tab. 8 gibt die 


. 
| 
| 
1 


Wachstumswerte in GN + Caseinhydrolysat (vit.frei) wieder. i 
Tabelle 8. Hrsetzbarkeit von Biotin. Tabelle 9. Hrsetzbarkeit von Biotin. ; 
Nahrlésung: GN + 0,5% Nahrlésung: GN + Caseinhydrolysat 

Caseinhydrolysat (vit. frei). (vit. frei). ; : 
eae OE Pe ee eS =| 
Lichtabsorption Extinktion i | 

Substanz a Zusatz = 

‘ A | ca | 

Uratiliguswetne bah 39 Biotin. . .| ‘1,24 1,09 - 
Phyniini. Pot WeL. Le 14. Olsiure . .| 0,75 0,79 @ 
Cholingtare tie clas i. 20 Linolsaure . 0,46 0,36 
BIOs he es se Fh ies Uracil. . . 0,83 0,45 
ohne Zusatz . . . . 0 : - 
: 


Da bei einigen Milchsdéurebakterien das Biotinbedtrfnis durch héhere 
Fettsiuren ersetzt werden konnte (WiLLIamMs u. WILLIAMS, 1949), 
wurde in weiteren Versuchen die Wirkung von Olsaure und Linolsiure 
geprift. Wie aus Tab. 9 zu ersehen ist, lieB sich auch bei den hier unter- 
suchten Clostridien Biotin besonders durch Olsdure ersetzen. Das Wachs- 
tum mit Biotin war jedoch erheblich stirker. Die Wirkung von Uracil 
ist bei A dem Olsiureeffekt etwa entsprechend; bei B ist die Entwicklung 


mit Uracil geringer. ; 


Die Wirkung des Biotins kann durch das in Eiklar enthaltene Avidin aufgehoben 
werden. Avidin stellt als EiweiSkérper mit einer Kohlenhydratkomponente einen 
neuen Antagonistentyp dar und soll mit Lysozym und Hyaluronidase nahe ver- 
wandt sein. Es wurde in kristallisierter Form von PENNINGTON u. Mitarb. (1942) 
gewonnen. In Nahrlésungen verbindet sich Avidin mit Biotin zu einem unwirksamen 
Komplex. Wird dieser Komplex durch Hitze denaturiert, so wird das Biotin wieder 
freigesetzt und damit verfiigbar (EAKIN u. Mitarb., 1941). j 

Das Wachstum der untersuchten Stamme wurde in GN + Casein- 
hydrolysat -++ Biotin wie auch in VPD-Lésung durch Zusatz von 1 Trop- 
fen Hithnereiwei8 vollstiindig inhibiert. Da auch Uracil bei Gegenwart 
von Avidin seine Wirkung als ,,Biotinersatz‘ verlor, ist eine spezifische 
Biotinbestimmung nicht méglich. Da sich eine Anzahl von Verbin- 
dungen mit cyclischer Harnstoffstruktur, zu denen auch Uracil zu 


Ernahrungsphysiologische Untersuchungen an anaeroben Bakterien. I. 285 


chnen ist, ebenfalls mit Avidin verbindet, wurde schon von DiTtMER 
1. VIGNEAUD (1944) festgestellt. Bei der Durchfiihrung von Biotintesten 
it den bearbeiteten Staémmen, bei denen der Biotinbedarf teilweise 
urch andere Substanzen ersetzbar war, konnte somit nur aus der GréBe 
es Wachstums bei Anwendung verschiedener Konzentrationen des zu 
ntersuchenden Materials auf das Vorhandensein von Biotin geschlossen 
erden, da das durch Biotin erméglichte Gesamtwachstum durch die 
,,Ersatzstoffe‘ nicht erreicht wurde (vgl. Tab. 9 sowie Abb. 2 und 3). 


Die antagonistische Wirkung des Avidins macht sich nur in solchen 
Fallen bemerkbar, wo eine exogene Zufuhr von Biotin erforderlich ist 
und unterscheidet sich damit von der Wirkung solcher Antagonisten, 
die in den Stoffwechsel der Zelle selbst eingreifen (wie z. B. die Sulfon- 
amide). In eigenen Versuchen mit Bact. coli konnte gezeigt werden, daB 
die Entwicklung in biotinfreier und biotinhaltiger Lésung durch Zusatz 
von Avidin nicht beeinflu8t wurde. Die gleiche Feststellung haben auch 
Lanpy u. Mitarb. (1942) gemacht. DaB der untersuchte Coli-Stamm 
Biotin selbst synthetisiert, konnte in Biotintesten mit A und B gezeigt 
werden. Durch Zusatz von erhitztem Zellmaterial des Bact. coli wurde 
eine sonst nur durch Biotin zu erzielende Wachstumsgr6PBe erreicht. 


Tabelle 10. Wirkung von Pyrimidinbasen. 
N&ahrlésung: GN + Adenin + Guanin (1 mg/100 cm’). Stamm A. 


Wachstum bei Konz. (mg/100 cm$) 


Zusatz 
10 | 5 | 1 | 0,1 | 0,01 
Let ee Dela eieg went Bite nar — — + 4 zt 
Mmiouracil 27); So + + ao + + 
Berns Fo al Leth ose) + + a A, ats 


DaB durch Purin- bzw. Pyrimidin-Abkémmlinge auch bei Abwesen- 
heit von Biotin Wachstum méglich ist, war schon in Vorversuchen beob- 
achtet worden, auf die hier nicht naher eingegangen werden soll. Als 
bemerkenswert mu8 jedoch festgestellt werden, daB sich im Laufe der 
Untersuchungen Anderungen hinsichtlich des Purin- und Pyrimidin- 
bediirfnisses ergeben haben. Zu Beginn der Versuche, als der Stamm B 
noch nicht isoliert war, trat in GN (-_ Ammonsulfat) nur bei Adenin in 
Verbindung mit Guanin oder Xanthin Wachstum auf. Die zusatzliche 
Gabe von Uracil war bei einer Konzentration von 1 mg/100 cm? unwirk- 
sam und wirkte héher konzentriert sogar hemmend, wie Tab. 10 ver- 
anschaulicht. Bei Gegenwart von Adenin + Guanin, die normalerweise 
Wachstum erméglichten, wurde die Entwicklung durch 5 mg Uracil/ 
100 cm’ verhindert. Thiouracil und Thymin waren dagegen nicht 
antagonistisch. 
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Die Wirkung von Adenin, Guanin, Xanthin und Uracil wurde dure 
einzelne Zugabe und in den méglichen Kombinationen nach dem 
Tab. 11 angegebenen Schema gepriift: 
Tabelle 11. Wirkung von Purin- und Pyrimidinbasen. 


Xanthin 


+ — —— — 
=~ — + — — 

—s — — + a 

~ + — 4: 

+ =. + ae % — a 
= — — + — + 

= - “f- = = eee 

— — + + — + 

_— + — + — + 

+ ~ + — + — 

+ — + + + +-9 
+ ~ — + + +4 
_ + + + — + 


In Spalte 1 sind die Fille durch ein + gekennzeichnet, in denen an- 
fangs in GN (+ N) Wachstum zu erzielen war. In Spalte 2 sind die V : - 
haltnisse angegeben, wie sie bei spaiteren Untersuchungen aufgetretent 
sind. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten kann nicht gegeben werden. Hs 
wire jedoch vorstellbar, daB der Ausgangsstamm vor der Isolierung des: 
Stammes B mutiert ist und sich nun bei 
beiden Stémmen an Stelle der urspri 
lich vorhandenen Anspriiche eine Uracil 
abhangigkeit (in aminosiurefreier Nahr- 
lésung) ausgebildet hat. In GN + Casein 
hydrolysat (vit.frei) liegen die Verhaltnis: 
insofern anders, als hier auch durch Adenin 
(bei A und B) bzw. Guanin oder Xanthim 
(bei B) Wachstum zu erzielen war. 


SS 


> &@ 


> 


log. Extinktion —= 


N 


s : tie ace 
0? wt bye ett pie ee Konzentrationsabhingigkeit des 
Konz. Uraci! mg/ 100 m3 Wachstums von Uracil zeigt Abb. 
fii P j sou 
Abb. 3. Abhingigkeit der Entwicklung ( A B) Danach ist J mg/100 om » | 
von der Uracil-Konzentration. es in den Untersuchungen sonst gegeb: 


wurde — noch nicht optimal. DaB 
Zusatz von Adenin, Guanin, Xanthin und Uracil (je 1 mg/100 cm) in 
ohne Biotin schwicheres Wachstum erzielt wird als mit Biotin, geht a 
Tab. 12 hervor (vgl. Tab. 6). Biotin wirkt zusiitzlich, ist unter diesen Eri 
nihrungsbedingungen aber nicht unbedingt fiir das Ingangkommen des 
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achstums erforderlich. Bei Zusatz von gebundeneim Stickstoff liegen die 
erhaltnisse wie in N-freier Lésung; die absoluten Wachstumswerte 
ind nur allgemein gréBer. 


Tabelle 12. Wirkung von Wirkstoffen und Ammonsulfat. 
Nahrlésung: GN + 1 mg/100 cm® Adenin, Guanin, Xanthin und Uracil. 
WStM Wirkstoffmangellésung. 


Lichtabsorption 
WStM ohne (NH,),S0, mit (NH,4)y80, 
cs. B A | B 

ohne 1 60 30 78 63 
ee 2 54 30 76 59 
AS} 56 28 79 59 
| 157) 26 78 59 
et 5 60 24 78 59 
Ft 6 59 24 80 58 
a. 8 ausgef. 34 79 60. 


In einfach zusammengesetzten Nahrl6sungen war bei Gegenwart von 
CaCO, allgemein besseres Wachstum zu beobachten als ohne CaCQ,- 
Zusatz. Dies hangt offensichtlich mit der Neutralisation der gebildeten 
organischen Saéuren zusammen, die in stark saurem Bereich die Ent- 
wicklung hemmen. Um einen Uberblick dariiber zu gewinnen, wie 
Calciumcarbonat und das fir die N-Bindung notwendige Molybdin 
(BorTELS, 1936; JENSEN u. SPENCER, 1946) bei Vitamin C-Zusatz bzw.. 
unter anaeroben Bedingungen das Gesamtwachstum beeinflussen, wur- 
den Versuche durchgefihrt, die in Tab. 13 zusammengestellt sind. 
Es ist daraus zu entnehmen, dai ohne Wirkstoffzusatz in GN kein 
Wachstum zu erzielen ist. Bei Gegenwart von Biotin (II) ist die Ent- 
wicklung mit CaCO, besser als ohne CaCO;, und auch die wachstums- 


Tabelle 13. Wirkung von Molybddn und CaCO, . 

Nahrlésungen: I = GN ohne Zusatz; II = GN + Biotin; III = GN + Biotin + 
Adenin + Guanin + Uracil; IV = GN + Biotin + Ammonsulfat; V = GN + 
Caseinhydrolysat (vit. frei) + Biotin. — Mittelwerte aus 2 Parallelen. 

,, Vitamin C“‘-Kulturen. Stamm A. 


Extinktion 
CaCO, Na ,MoO, 
7 | IL Ill vet | \ 
ene eee eee rare Mabe S oO ee 
| + ‘3 my 0,95 0,88 1,20 1,39 
—s at = 0,48 0,50 0,82 1,27 
| + ee — 0,71 0,65 1,18 1,33 
co “252 = 0,14 0,48 0,91 1,26 
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, Anaerobe’‘ Kulturen. Stamm A und B. 


x + - — 0,47 0,43 1,25 
g _ + — 0,33 | 0,34 0,59 
S - — — 0,58 0,63 1,10 
Z = — — | 0,60 0,48 0,53 
a + + _ 0,27° | 0,23 0,79 
s - = — 0,12 0,24 0,47 
§ + _ — 0,23 0,25 0,87 
Z = = — 0,14 0,16 0,58 


fordernde Wirkung des Molybdans ist erkennbar. In der Nahrlosung mt 
liegen die Verhiltnisse entsprechend, wahrend in IV (bei Gegenwart vor 
gebundenem Stickstoff) nur eine CaCO;-Wirkung und kein Mo- Effekt 
festzustellen sind. In V ist bei A noch eine schwach positive Wirkung, 
durch CaCO, zu beobachten. Fir B trifft das nicht zu; hier liegt im 
Gegenteil eine geringe Hemmung vor. Unterschiede zwischen Vit. ©. 
und ,,anaerober‘‘ Kultur liegen insofern vor, als in Nahrlésungen mit 
einfacher Zusammensetzung durch Vit. C-Zusatz starkeres Wachstum 
erzielt wurde. . | 

SchluBbetrachtung. H 


Wie schon eingangs erwahnt, ist eine Anzahl] Biotin- heterotropher 
Mikroorganismen bekannt. Das 1935 von K6et isolierte Biotin spiel 
nach den bisher vorliegenden Ergebnissen in verschiedenen Enzym) 
systemen eine wichtige Rolle. Es liegt in natiirlichen Substraten wahr{ 
scheinlich in Form eines Coenzyms vor, steht in Beziehung zum Kohlen4 
hydrat- und Fettsaiurestoffwechsel (Licursrrery, 1951) und wirkt bei der 
Synthese von Aminoséureoxydasen mit (BENDER, KREBS u. Horowrrz: 
1949). Da bei einigen Organismen Biotin durch Asparaginsaure ersetat 
werden konnte (Koszr u. Mitarb., 1942), wird eine Beteiligung an den 
Oxalessigsiure-Decarboxylierung bzw. Carboxylierung der Brenz: 
traubenséure — Woop-WeErxkKmAN-Reaktion — angenommen, die dure 
Transaminierung von Oxalessigsiure mit Glutamat zur Asparaginséure 
fiihrt. ) 

Biotin konnte, wie schon erwihnt, bei einigen Milchstiurebakterien 
durch gewisse Fettsduren ersetzt werden und soll tiber eine Veriinderung 
der Membranpotentiale die Wirkung eines Netzmittels in der Zelle aus- 
tiben. Deshalb war es auch durch andere oberflichenaktive Stoffe zum 
Teil ersetzbar (WiLLrAMs u. WiLLIAMs, 1949; WitIAMs u. Frecer, 1946. 
1947, 1949; WixtraMs, Broguist u. SNELL, 1947). Uber die biologische 
Wirkung héherer Fettsiuren hat zusammenfassend NreMAN (1954) be. 
richtet. Da bei den hier untersuchten Clostridien die Rolle des Biotins 
nicht von Asparaginsiure und nur teilweise von héheren Fettsiurer 
tibernommen werden konnte, mu eine zusitzliche Beteiligung ar 
anderen lebenswichtigen Stoffwechselprozessen angenommen werden 


& 
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Vie die Versuche gezeigt haben, lie8 sich die Biotinwirkung in gewissem 
Jmfang durch Purin- und Pyrimidinderivate ersetzen. Biotin dirfte 
omit auch am Aufbau dieser Verbindungen oder irgendwelcher Vor- 
tufen beteiligt sein. BucHanan u. Mitarb. (1948) haben gezeigt, daB das 
/-Atom 6 im Purinring aus CO, stammt. Da eine Beteiligung des Biotins 
mn der Woop-WERKMAN-Reaktion wahrscheinlich ist und die CO,- 
\ssimilation fiir Cl. butylicum mit Hilfe von C' nachgewiesen werden 
connte (BRown, Woop u. WERKMAN, 1944), wire eine Erklérung dafiir 
egeben, da Biotin durch Purin- bzw. Pyrimidinabkémmlinge teilweise 
uu ersetzen war. Fiir die Beteiligung des Biotins am Aufbau von Purinen 
feechen auch Untersuchungen von McLzop u. Larpy (1949). 

_ Fir die mikrobiologische Bestimmung von Biotin sind verschiedene 
festmethoden entwickelt worden. Bei Lactobac. casei wird der Test 
lurch Olsiure beeinflu8t (Wim~LIAMS u. FincEr, 1946). Im Grunde ge- 
1ommen ist jeder biotinbediirftige Organismus fiir den Ausbau eines 
Bestimmungstestes geeignet. Es muB jedoch immer damit gerechnet 
werden, das durch solche Verbindungen, die Biotin zum Teil ersetzen, 
las Vorhandensein des Wirkstoffes vorgetiuscht werden kann, sofern das 
a untersuchende Material derartige Substanzen enthalt. Dies wird bei 
siologischen Produkten haufig der Fall sein. Der Wert mikrobiologischer 
[estmethoden fir die Bestimmung geringster Konzentrationen in 
standardisierten Wirkstoffpraparaten wird durch diese Einschrankung 
iedoch nicht gemindert. 


RicHarpson (1936) fand als erster, daB die hydrolytischen Spaltprodukte von 
Nucleinsauren Wuchsstoffwirkung besitzen kénnen. Er beobachtete, daB St. aureus 
unter anaeroben Bedingungen (nicht dagegen bei aerobem Wachstum) Uracil 
bendtigte. Seither liegt eine groBe Anzahl von Beobachtungen tiber den Bedarf an 
Purin- und Pyrimidinderivaten vor. So wird z. B. Guanin und U acil von Lactobac. 
Leichmannii 313 fiir optimales Wachstum bendtigt (WEYGAND u. Mitarb., 1951). 
MGnuER u. Miuer (1941, 1942) sowie BeRNwHEmeErR (1944) fanden bei Cl. tetanr 
sinen Anspruch auf Adenin. Es konnte durch Hypoxanthin, nicht jedoch durch 
Xanthin oder Guanin ersetzt werden. Nach MOuuER u. Mitarb. (1939) sind bei Lactobac. 
plantarwm Adenin oder Guanin wirksam, nicht aber Xanthin oder Hypoxanthin. Bei 
sinem Stamm von Newrospora crassa, der entweder Adenin oder Hypoxanthin be- 
nétigt, iibt Guanin auf den Adeninbedarf insofern eine Wirkung aus, als dann weniger 
Adenin bendtigt wird (Spareffekt nach FarrnEy u. Lorine, 1949). Ahnliche Be- 
obachtungen sind auch bei Cl. tetani gemacht worden (Mtuer u. Miner, 1942). 


Purin- und Pyrimidinbasen sind als Bestandteile von Coenzymen be- 
kannt. So ist Adenin im Coenzym I und II, im Flavin-adenin-dinucleotid, 
im Coenzym A und Adenosin-triphosphat enthalten. Als Bausteine von 
Nucleinsiuren sind sie mit allen Wachstumsprozessen engstens ver- 
knipft. Die Vorstellung, daB Nucleinsauren, die Desoxyribose enthalten, 
mit den Genen in Beziehung stehen, haben die Untersuchungen auf 
diesem Gebiet stark intensiviert. Es ist mehrfach beobachtet worden, 
daB Organismen mit Purin- und Pyrimidinanspriichen diese Stoffe zum Teil 
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austauschen kénnen. Nach MrrcoHELh u. HoULAHAN (1946), die mit Neuro- 
spora-Mutanten Testmethoden auf Adenin und Hypoxanthin in Gewebe 
extrakten entwickelt haben, ist die Stabilitét des Purinbediirfnisses 
nicht absolut. ,,Riickmutationen“ traten mit einer Rate von 10-8 ai fi 

Uber die Funktion der B-Vitamine bei der Biosynthese von Purineni 
und Pyrimidinen hat zusammenfassend Suive (1951) berichtet. Auf 
welchem Wege Biotin am Aufbau dieser Stoffe beteiligt sem kann, ist 
schon S. 289 diskutiert worden. Beziehungen zur p-Aminobenzoesaure? 
Folsaiure und zum Vit. B,, wurden ebenfalls festgestellt (SroKkus, 1944 i 
vgl. auch CHRIsTMAN, 1952). Wegen der Kompliziertheit aller die 
Korrelationen und der komplexen Natur des Wirkstoffstoffwechsel 
sind viele Fragen noch ungeklart. 

In den eigenen Untersuchungen konnte mit Adenosin an Stelle vor) 
Adenin kein Wachstum erreicht werden (siehe S. 284). Ahnliche Verhilt 
nisse sind von SAUBERLICH (1949) fiir Guanosin und Guanin beobach: 
worden. Die Verhiltnisse liegen also nicht so einfach, da8 Purin- 
Pyrimidinbasen durch Nucleoside, Nucleotide oder selbst Nucleinsiurer: 
in jedem Fall ersetzt werden kénnen. Auch GuTurin (1949) hat bei einer 
Mutanten von Bact. coli. beobachtet, daB sich Guanin nicht durch Nu ; 
cleinsiure oder Desoxyribosenucleinsaure ersetzen lieB. ] 

Die in den eigenen Untersuchungen gemachten Beobachtungen inal 
sich in den Rahmen der allgemeinen Vorstellungen zwanglos einfiigen: 
Bemerkenswert ist der Wechsel von Adenin- und Guanin- nach Uracil; 
Bedirftigkeit, die antagonistische Wirkung des Uracils (Tab. 10) und dic 
MOglichkeit, mit Purin- oder Pyrimidinderivaten Biotin teilweise 
ersetzen. AbschlieBend soll noch darauf hingewiesen werden, daf 
Anspriiche eines Organismus auch nach Ermittlung derjenigen ‘a 
die eine Entwicklung erméglichen, nicht als vollstiéndig bekannt an- 
gesehen werden diirfen, solange das Wachstum in natiirlichen Sub: 
straten besser ist als in definierten Medien. | 


= am eT 


Zusammenfassung. 


Zwei Stimme von stickstoffbindenden und_ buttersiurebildend I 
Clostridien, die aus ein und derselben Einsporkultur hervorgegang 
waren, wurden vergleichend auf ihre Ernahrungsanspriiche hin unter. 
sucht. Die sich morphologisch durch das Vorhandensein bzw. das Fehler 
des Iogen- und Sporenbildungsvermégens unterscheidenden Stim 
zeigten auch in bezug auf biochemische Leistungen, insbesondere hin 
sichtlich der Vergirung diagnostisch wichtiger Kohlenhydrate, Unter 
schiede und lieBen sich nicht mit den in der Literatur beschriebenen be 
weglichen Buttersiurebakterien identifizieren. Beide Staimme diirften 
Varianten von Clostridium butyricum Prazm. anzusprechen sein. We 
der zu beobachtenden Variabilitat kénnen die saccharolytischen Eige 
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chaften sowie Iogen- und Sporenbildung bei buttersiurebildenden 
lostridien nicht als artcharakteristische Merkmale angesehen werden. 

Fir die Ermittlung der Ernahrungsanspriiche in synthetischen 

edien erwies sich die Verwendung von steril filtrierten Nahrldsungen 
als vorteilhaft. Die Art der Herstellung des Impfmaterials war fir die 
Ermittlung des Wirkstoffbedarfs von groBer Wichtigkeit. In einer 
Lésung aus Mineralsalzen und Glucose trat nur bei Zusatz geringer 
Mengen biologischen Materials Wachstum ein. Als wirksamer Faktor 
wurde Biotin ermittelt. Der nichtsporenbildende Stamm wurde zusiitz- 
lich durch p-Aminobenzoesiure geférdert. Bei Gegenwart von gebunde- 
nem Stickstoff war die Entwicklung besser als in stickstofffreier Lésung. 
Optimales Wachstum wurde mit vitaminfreiem Caseinhydrolysat bei 
Anwesenheit von Biotin erreicht. Im Bereich von 10-* bis 10-2 y Bio- 
tin/100 cm? bestand eine lineare Beziehung zwischen Wachstum und 
Biotinkonzentration. Der sporenbildende Stamm zeigte einen etwas 
geringeren Biotinanspruch. 

AuBer Biotin waren Cholin, héhere Fettsiuren und besonders Purin- 
bzw. Pyrimidinderivate wirksam. Die volle Biotinwirkung wurde jedoch 
mit keiner dieser Substanzen erreicht. Im Verlauf der Untersuchungen 
wechselte der Anspruch von Adenin-Guanin nach Uracil. Die urspriing- 
lich vorhandene Adenin-Guanin-Bedirftigkeit konnte durch Uracil 
antagonistisch beeinfluBt werden. Durch Avidin wurde die Uracilwirkung 
wie die des Biotins aufgehoben. Im Zusammenhang mit der ,,Ersetzbar- 
keit“‘ des Biotins werden die Schwierigkeiten einer spezifischen Biotin- 
bestimmung erértert und der fir die Beteiligung des Biotins am Aufbau von 
Purinen mégliche Reaktionsweg aufgezeichnet. Der Anspruch auf Adenin 
lieB sich durch Adenosin oder hohermolekulare Bausteine von Nuclein- 
sduren nicht befriedigen. 
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Ernihrungs- und entwicklungsphysiologische 
Untersuchungen an anaeroben Bakterien. 


I. Die Physiologie der Entwicklung von Clostridien unter besonderer 
Beriicksichtigung des Reduktions-Oxydations-Potentials. 


Von 
H. STOP. 


Mit 9 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 3. November 1954.) 


Die Versorgung mit Nahrstoffen ist Voraussetzung fiir das Wachstum 
nd die Vermehrung jeder einzelnen Bakterienzelle und damit auch fir 
ie Entwicklung der in einer Bakterienkultur vorliegenden Gesamtheit 
on Einzelzellen. Jedoch miissen neben geeigneten Ernaihrungsbedin- 
gen auch noch bestimmte Forderungen anderer Art erfiillt sein. So 
+ bei anaeroben Bakterien die Vermehrung bei Gegenwart von Sauer- 
off normalerweise nicht méglich. Liegen in einem Substrat geeignete 
achstumsbedingungen vor, dann vollzieht sich die Entwicklung einer 
ultur in charakteristischer Weise. Nach der Beimpfung ist zunachst 

Hinblick auf die Vermehrung eine stationire Phase (lag-Phase) zu 
eobachten, die in eine Phase zunehmender Vermehrungsrate ubergeht, 
nd an die sich nach Erreichen eines Maximalwertes die log-Phase an- 
chlieBt. Diese ist durch eine exponentielle Rate der Populationszunahme 
harakterisiert. Uber eine Phase mit verminderter Vermehrungsrate 
itet die Entwicklung schlieBlich wieder zu einer stationaren Phase tiber. 
Wenn man die Gesamtzahl der lebenden Zellen betrachtet, so ist die 
etzte Phase durch eine Abnahme der Zellzahl, verursacht durch ab- 
terbende Zellen, gekennzeichnet. Dariiber hinaus ist in einer sich ent- 
ickelnden Bakterienkultur der Gehalt an lebenden Zellen auch in den 
Boren Phasen allgemein um 20—30% geringer als der Gesamtkeim- 


ehalt (Witson, 1922). 
Im folgenden wird tiber Versuche berichtet, die sich im wesentlichen 


nit der Physiologie des Wachstums von Clostridien befassen, unter 
yesonderer Beriicksichtigung der Rolle des Reduktions-Oxydations- 


Potentials (ROP). 
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Methodik. 


Fiir die kontinuierliche Bestimmung des Wachstums und die Ermit 
lung des py- und ROP-Verlaufs in ein und derselben Kultur? wurde 
GefaBe mit einem Fassungsvermégen von 300 cm® benutzt, die in ihrer 
unteren Teil becherglasférmig ausgebildet und fiir die Aufnahme 


wurde durch photoelektrische Messung der optischen Dichte be 
stimmt. Die Messungen erfolgten meist in halbstiindigen Intervaller 
Der Lichtweg wurde nur fiir die Dauer der Messung freigegeben, ar 
Temperatur- und Strahlungswirkungen zu verhindern. Um eine homie 
gene Verteilung der sich zum Teil absetzenden Bakterien zu erreicher 
wurde das Kulturgefa8 vor der Messung jeweils kraftig geschiittelt. E 
eriibrigte sich in den Fallen, wo durch Begasung mit Stickstoff (od 
Luft) eine gleichmaSige Verteilung gewahrleistet war. 


Die Bestimmung der WachstumsgréBe in den einzelnen Entwicklungsstadie 
miiBte in exakter Weise durch Ermittlung der Zellzahl erfolgen. Dieses Verfahre 
ist fiir kontinuierliche Messungen jedoch wenig geeignet und umstiandlich. — 
optische Dichte ein Produkt aus ZellgréBe und Zellzahl darstellt, kann sie 2v 
Bestimmung der Zellzahl und damit des Wachstums herangezogen werden, wen 
die ZellgréBe als nicht veranderlich betrachtet wird. Letzteres trifft bis auf die lag 
Phase allgemein zu. In dieser ersten Phase der Entwicklung einer Bakterienkulti 
erreichen die Zellen eine iiberdurchschnittliche GréBe. Bei konstant bleibende 
Populationszahl wird in der lag-Phase mit der Bestimmung der optischen Dicht 
die Vermehrung des Protoplasmas erfaBt. j 


Der obere Teil der benutzten KulturgefiBe war erweitert und mit 5 bzw 
Ansatzstutzen versehen. Diese dienten der Aufnahme der Elektroden und eine 
Begasungs-(Durchliiftungs-)einrichtung. Durch Hinsetzen einer NaOH enthalten 
Biirette war auBerdem die Méglichkeit gegeben, den pq-Wert der Kulturlésung 
regulieren und die fiir eine Neutralisation der gebildeten Saéuren bendtigten Aqu 
valente an Lauge zu bestimmen. Die py-Messung erfolgte mit Glaselektroden, di 
Bestimmung des ROP mit Platin- gegen gesattigte Kalomelelektrode. Die Platir 
elektroden wurden vor ihrer Benutzung mit heiBer konzentrierter Salpetersiu 
und anschlieBend mit Natriumthiosulfatlésung und flieBendem Wasser behandel 
Die Sterilisation der Elektroden erfolgte in 70% igem Alkohol. Nach mehrmaliger 
Abspiilen mit sterilem Wasser wurden sie in die MeBgefaiBe eingesetzt. Die Bei 
fung fand meistens unmittelbar davor statt. Die Inkubation erfolgte bei 30° 
Fiir die Messung der py- und Potentialwerte diente ein Réhrenvoltmeter (LSH de 
Firma Freye). Die Stréme wurden iiber abgeschirmte Kabel aus dem Brutschran 
an das MeBgerat abgeleitet. Das Galvanometer fiir die Bestimmung der Lich 
absorption war ebenfalls auBSerhalb des Brutschranks aufgestellt. . 


Bei einer Anzahl von Versuchen wurden durch fortlaufende Begasung mit 
freiem Stickstoff, dem bis zum Beginn des Wachstums etwa 5% CO, beigemis | 
war, geeignete Bedingungen fiir Anaerobenwachstum hergestellt. In anderen V 
suchen wurde Vitamin C in einer Konzentration von 0,1% verwendet. 


: 


 Derartige Untersuchungen sind meines Wissens bislang nicht durchgeftih 
worden. 


a ee 
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Zur Messung der Redoxpotentiale (ROP)}. 


Fiir Potentialmessungen wird vereinbarungsgema8 das Winzelpotential der 
ormalwasserstoffelektrode als Nullpegel angesehen. Potentialdifferenzen irgend- 
elcher Elektroden gegeniiber der Nullelektrode werden als Pegelpotentiale bezeich- 
et. Die Bezeichnungen fiir das in den meisten Literaturstellen angegebene Potential 
egen die Normalwasserstoffelektrode sind nicht einheitlich: Fiir Hy, wird vielfach 
leichbedeutend °H#, H; oder H’ angegeben. Bei H? ist das ROP auf eine Wasser- 

stoffelektrode von py 7 bezogen. 

Bei praktischen Messungen benutzt man gewohnlich statt der Normalwasser- 
stoffelektrode als BezugsgréBe die gesittigte Kalomelelektrode. Diese ist um 
250,3 mV positiver, so daB 

°E = Exal + 250,3 mV. 


Weil das Patential py-abhangig ist, mu8 zusammen mit dem MeBwert # xai immer 
angegeben werden, bei welchem px-Wert gemessen worden ist. Da die py-Abhangig- 
keit in den verschiedenen py-Bereichen biologischer Systeme unterschiedlich ist 
und keine einfache Beziehung zwischen °# und pq besteht, hat der fiir Redox- 
messungen entwickelte rH-Begriff nur begrenzten Wert. Der als — log pup definierte 
rH-Wert setzt stillschweigend die Annahme voraus, daB mit der Veranderung um 
eine px-Hinheit eine Potentialverschiebung um 57,73 mV eintritt. Wegen der 
falschen Voraussetzung, die in der Definition steckt, hat CLark (1928) den von ihm 
eingefiihrten rH-Begriff selbst wieder abgelehnt. Dennoch findet man in der Litera- 
tur haiufig Angaben tiber Redoxpotentiale in rH-Werten. Bei den folgenden Unter- 
suchungen wurde das ROP durch Messung von F Kal (ges.) bestimmt. 

Bei biologischen Substraten handelt es sich meistens um zusammengesetzte 
Redoxsysteme. Die Bestimmung des ROP kann kolorimetrisch oder elektrometrisch 
erfolgen. Bei Anwendung von Redoxindicatoren mu8 das System mit dem Indicator 
erst ins Gleichgewicht kommen. Es geht somit ein gewisser Zeitfaktor in die Be- 
stimmung ein. Da in Bakterienkulturen aber ein dauernder Wechsel vor sich geht, 
ist es unmédglich, das Potential zu verschiedenen Zeiten mit Hilfe von Farbstoffen 
zu bestimmen. Es ist auch zu beriicksichtigen, daB Farbindicatoren die Zellen 
schadigen oder abtéten kénnen, so da8 keine wahren Potentiale ermittelt werden. 
Besonders basische Farbstoffe kénnen einen toxischen Effekt auf Oxydations- 
enzyme ausiiben und damit die Redoxmessungen beeintrachtigen. Am zuverlassig- 
sten sind daher potentiometrische Bestimmungen. 


Versuchsergebnisse. 


Zunichst wurde die Abhingigkeit des Wachstums von der Vitamin C- 
Konzentration und seine Wirkungsdauer ermittelt. Aus Tab. 1 ist zu 
entnehmen, da8 sich Stamm B in Vitambakt-Pepton-Dextrose-Losung 
(VPD) noch bei 1/100% Vitamin C entwickelt. Stamm A ben6tigt eine 
etwas hédhere Konzentration. Wenn tiberhaupt Wachstum einsetzte, 
dann war es unabhangig von der Vitamin C-Konzentration am Ende der 
Entwicklung gleichstark. 

Auf Schragréhrchen konnte durch Zusatz von Konzentrationen bis zu 
2% kein Wachstum erzielt werden. Bei 0,1% Vitamin C war die 
Wirkungsdauer in Vitambakt + Zucker fir A 6 Tage, fir B 8 Tage. In 


1 Ausfiihrlich dargestellt bei Mrcnaxtis (1933), Enver (1953) und Hewitt 
(1950). 
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GN (Zusammensetzung siehe 8. 276, 1. Mitteilung) + Uracil trat jedoe 
schon nach 4 Tagen kein Wachstum mehr ein. Mit Natriumthioglycol: 
lagen die Verhaltnisse entsprechend. 


Tabelle 1. Wirkung der Vitamin C-Konzentration. 
Nahrl.: VPD (1% Vitambakt; 1% Dextrose; 0,5 Pepton). 


Vit. C-Konzentration 
[%1 a R | 
1% 1a ot 
0,1 sm e 
0,05 a 
0,025 + + 
0,0125 —* + 
0,00625 — — 


* Verschiedene Male wurde auch bei A mit 1/100% Vitamin C noch Wachstum 
erzielt. ef 


= 

Schon bei den Untersuchungen iiber ‘die Ernahrungsanspriiche wurde 
darauf hingewiesen (1. Mitteilung, S. 274), daB die fiir eine Entwicklung 
erforderliche Einsaatmenge in Abhingigkeit von dem Substrat vers 
schieden ist. Allgemein kann gesagt werden, da8 in einfacher zusammen: 
gesetzten Substraten gré8ere Impfmengen erforderlich sind als in kom- 
plexen Nahrlésungen. Dies geht aus Tab. 2 hervor. 


Tabelle 2. HinfluB der Impfmenge. 4 
Nahrlisung.: VPD und GN mit verschiedenen Zusitzen. Vitamin O-Kulturem: 
Beimpfung mit verschieden stark konzentriertem Impfmaterial (Stamm A). 
[1 Tr. = 3 - 10? Zellen.] 


Nihrlésung 1:1000 : ‘ 2 10 Tr. 20 Tr. 
[= eer eee en ee 
VPD ar Sie Oe al eae ae - 
GN (ohne Zusatz) — — = aS = + @ 
GN +-0,5% (NH,)s80, | i> shige ol le a 
GN + Biotin = a asks he 4. be 
GN + Biotin . 

+ 0,5% (NHj)oSO,,  — Fit at ae FP + 
GN + Uracil — es ay ls we xs : 


In VPD war schon nach 24 Std kraftiges Wachstum mit dem auf 
1:10 verdiinnten Impfmaterial zu beobachten; nach 60 Std bei 1:1000, 
Die in den Ernahrungsversuchen normalerweise angewendete Impf. 
menge von | Tropfen/10 cm* Nahrlésung war fiir das Anwachsen in 
GN + Biotin bzw. GN + Uracil die untere Grenze. In der wirkstoff- 
freien GN konnte nur durch Kinbringen sehr groBer Impfmengen eine 
Entwicklung erreicht werden, die dazu noch sehr gering war. DaB auch 
die Nahrlésungsmenge bei Vorliegen geeigneter Ernahrungsbedingungen 
das Wachstum beeinfluBt, geht aus dem folgenden Versuch hervor: In 


EE ———— SP 
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0cm* GN + Uracil trat bei Gegenwart von 0,1°% Vitamin C und Be- 
mpfung mit 1 Tropfen Wachstum ein. Bei Verminderung der Nahr- 
dsungsmenge konnte trotz gleicher Vitamin C-Konzentration und Zell- 
ahl je Kubikzentimeter nur noch bis zu einem Volumen von 4 em?/Re- 
gensglas Wachstum erzielt werden. Die Potentiale wurden nicht ge- 
messen, sind hier aber wahrscheinlich wegen der begiinstigten O,-Ein- 
wirkung der begrenzende Faktor. 


In synthetischen Medien ist die Entwicklung gegeniiber komplexen 
Substraten verzégert. Die verliingerte lag-Phase soll mit der fehlenden 
Absorption von giftigen Metallionen an die Kolloide der Losung zu- 
sammenhingen. Die bei Pilzen beobachtete Wachstumsbeschleunigung 
durch Zusatz von Kolloiden (WETTER, 1954) konnte bei den hier unter- 
suchten Clostridien nicht festgestellt werden. In 5 verschiedenen synthe- 
tischen Nahrlésungen wirkte sich der Zusatz von 0,05% Agar, Gelatine, 
Polyvinylalkohol, Tragant oder Gummi arabicum nicht wachstums- 
beschleunigend aus. 


Da8B die in einer Bakterienkultur gemessenen Redoxpotentiale nicht 
allein durch Entstehung reduzierender Substanzen in der Nahrlésung 
bedingt sein kdénnen, sondern an die reduzierenden Aktivitéten der 
Bakterienzellen selbst gebunden sind, konnte mit folgenden Versuchen 
bewiesen werden: Die Entwicklung der Stamme A und B (in VPD + 
0,1°% Vitamin C, px 6,8) wurde in der log-Phase unterbrochen. Die 
Potentialmessungen zeigt Tab. 3. 


Tabelle 3. Potentialverteilung. 


Exai(mV) 
A B 
1. Bei Unterbrechung des Wachstums ..... . — 490 — 490 
(pu 5,15) (px 4,70) 

2. Nach Zentrifugieren! der Bakterienlésung 

a) in bakterienfreier Lésung ......... — 218 — 206 

b) inder Bakterienmasse .........-. — 500 — 492 
3. Nach Zusatz der Bakterienmasse zur bakterien- 

freien ASU oh We eee Reh Pia Aes Bee — 455 — 440 
4, Nach Istiindiger Bebriitung bei30°C . ... . — 502 — 465 
5. Nach Kochen der Bakterienmasse. ..... .- + 4 a2 12 
6. Nach Zusatz der abgekochten Bakterien zur 

bakterienfreien Lésung ..........-. — 198 — 180 
7. Nach Erhitzen dieser Aufschwemmung ... . — 90 — 80 


1 Bei der Filtration durch Membranfilter lagen die Verhaltnisse entsprechend. 


Hieraus geht hervor, daB die Ausbildung des Potentials von der An- 
wesenheit lebender Bakterien abhangt. Werden sie abgetétet, so bricht 
das Potential zusammen. Der nach Erhitzen der bakterienfreien Losung 
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beobachtete Potentialanstieg um etwa 100 mV diirfte im wesentlich 
auf die Zerstérung des in der Lésung vorhandenen unverbraucht 
Vitamin C zuriickzufiihren sein. Das in der von den Bakterien befrei 
Kulturlésung gemessene Potential entspricht etwa dem Wert ei 
gleichen, aber sterilen Nahrlosung. 
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Abb. 1. Entwicklungsverlauf des Stammes A bei Begasung mit Stickstoff (in allen Versuce' 
1 Liter N, pro Stunde fiir 250 cm’ Néahrlésung). ; 
Nihrlésung: VPD (Zusammensetzung siehe 1. Mittlg. S. 278 Anm. 1.) 
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Abb. 2. Entwicklungsverlauf des Stammes B bei Begasung mit Stickstoff. Nahrlésung: VPD.” 


DaB die reduzierenden Fihigkeiten in der log-Phase — wie zu e 
warten — am intensivsten waren, konnte auch durch die Reduktions 
probe mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) gezeigt werden. Nadl 
20stiindiger Kulturdauer wurde eine 1°/,ige TTC-Lésung in VPD inner 
halb von 2—5 min in Formazan iiberfiihrt, wihrend nach beende 
Garung (38 Std und linger) keine Reduktion mehr zu erreichen von 
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thetischen Nahrlésungen wurden im Zusammenhang mit der langeren 
g-Phase und der langsameren Entwicklung erst nach 38 Std die in 
ner VPD-Kultur nach 20 Std vorliegenden Verhiltnisse erreicht. 


Potentialverlauf und Anaerobenwachstum. 

In Abb. 1 und 2 ist der Verlauf von ROP, px und Wachstum in VPD 
ei stindiger Begasung mit N, dargestellt. Der Potentialverlauf des 
tammes B unterscheidet sich von dem des Stammes A insofern, als der 
otentialabfall steiler ist, tiefere Potentiale erreicht werden und der 
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Abb. 3. Entwicklungsyerlauf des Stammes B bei Begasung mit Stickstoff und konstant gehaltenem 
pu-Wert. Nahrldsung: VPD. 


ROP-Anstieg nach Beendigung der log-Phase langsamer erfolgt. Letz- 
teres hangt wahrscheinlich mit der frihzeitigen Sporenbildung von 
A zusammen. Die vegetativen Zellen (B) besitzen dagegen noch fir 
lingere Zeit reduzierende Aktivitat. 

Wurde die Reaktion der Nahrlésung durch fortlaufende Neutralisation 
auf der gleichen Hohe gehalten (Abb. 3), dann erreichte das Wachstum, 
nachdem es einmal eingesetzt hatte, in kiirzerer Zeit seinen Maximal- 
wert. Die Periode des logarithmischen Wachstums war also verlangert, 
und es schloB sich eine relativ schnell ablaufende Autolyse an. Die 
Potentiale zeigten bei diesem Versuch Tiefstwerte, die an das Potential 
der Normalwasserstoffelektrode heranreichen (dieses liegt fiir pa 7 bei 
B, = —420 mV). Da bei den Messungen fiir kurze Zeit der Stickstoff 
abgeschaltet wurde, konnte sich der Partialdruck des Garungswasser- 
stoffs bis zu fast 1 Atmosphire entwickeln und die theoretisch zu er- 
wartenden Werte der Normalwasserstoffelektrode erreichen. Nach 
Beendigung der Neutralisation stieg mit zunehmender Autolyse der 
pu-Wert an. Dadurch ist der scheinbar weitere Abfall des ROP bedingt. 
Bezogen auf gleiche px-Werte liegt wihrend der Autolyse ein geringer 
Anstieg des ROP vor. Bei dem entsprechenden Versuch mit Stamm A 
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(Abb. 4) setzte die Autolyse noch schneller ein. Wie aus dem NaO. } 
Verbrauch zu entnehmen, erfolgte die maximale Saurebildung kurz ve 


dem Eintritt der Autolyse. 


Den Potentialverlauf in VPD bei Gegenwart von 0,19 Vitamin ( 


zeigt Abb. 5 (fiir A). Der Stamm B verhalt s 
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Abb. 4. Entwicklungsverlauf des Stammes A in VPD-Lésung 
bei Zusatz von 0,1% Vit. C und konstant gehaltenem py-Wert. 
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Abb. 5. Entwicklungsverlauf des Stammes A in VPD-Lésung 
bei Zusatz von 0,1% Vit. C. 


ich, abgesehen von einen 
noch steileren logarith 
mischen Anstieg, en 
sprechend, so daB auf eit 
Abbildung verzichtet wer 


wart von Vitamin C da 
Potential der Nahrlésw 
schneller und steiler ab 
fallt als in einer ,,anaero 
ben“ Kultur. Das Wachs 
tum setzt, dadurch be 
dingt, einige Stunde 
friiher ein als in der ent 
sprechenden ,,N,-Kultur® 
und erreicht bei lange 
anhaltendem logarithmi 
schem Wachstum zu éi 
nem fritheren Zeitpunk 
seinen Héchstwert. Dis 
Werte fiir das ROP liege 
bei der Entwicklung ix 
Vitamin C-haltigerLésung 
wesentlich tiefer. 

Allen Versuchen diese: 
Art ist gemeinsam, dal 
das Potential schon vo: 
Beginn des _ sichtbarer 
Wachstums sehr niedrigs 
Werte und zu Beginn de 


log-Phase seinen Tiefstpunkt erreicht. Das heiB®t, die Bakterien akti 
vieren ihre reduzierenden Enzyme, schon bevor die Vermehrungs 


tatigkeit in voller Starke einsetzt, 


In weiteren Versuchen sollte die Frage geklart werden, ob durch di 
Gegenwart von O, die in logarithmischer Vermehrung _befindlicher 
anaeroben Bakterien irreversibel geschadigt werden, oder ob nur ein 
Sistierung des Wachstums eintritt. Es wire im Falle einer Schadigung 

. 
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Wachstum 


s groBeren Teils der in der log-Phase besonders empfindlichen Zellen 
erwarten, da bei der Zufuhr von Sauerstoff die Entwicklung unter- 
ochen und das Weiterwachsen der Kultur nach Beendigung der Sauer- 
offeinwirkung mit einer neuen lag-Phase eingeleitet wiirde (Abb. 6, I). 
ei fehlender Schadigung der Zellen 
uBte in dem entsprechenden Ver- 
ich eine direkte Fortsetzung des pea bee 
garithmischenWachstumserwartet rae 
erden (Abb. 6, Kurve IT). SRECE 
Das Ergebnis derartiger Versuche Sis 
fae y 02- Exnwirkung 
ar vollig anders. Wie aus Abb. 7 pele 
ir Stamm A zu ersehen ist, ging t 
ie optische Dichte der Kulturl dsung Abb.6. Schema der in Anaerobenkulturen nach 
s i i Einwirkung von Sauerstoff zu erwartenden 
ach Einwirkung von Luft in etwa Veriinderungen im Entwicklungsverlauf. 
—3 Std (in anderen Fallen in noch 
iirzerer Zeit) bis auf den Nullwert zuriick und teilweise darunter. 
n den ersten 60 min nach der O,-Einwirkung war noch ein leichter 
stieg der optischen Dichte zu beobachten, mit dem Zusammen- 
rechen des negativen Potentials (bei einer Differenz von tiber 500 mV) 
ing dann aber eine schnelle Autolyse der Kultur einher. Der Abnahme 
awaecD 90 
Luftzutubr ‘l ) 
| beendet 
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Abb..7. Entwicklungsyerlauf des Stammes A bei Beliiftung der Kultur in der log-Phase. 
Nahrlésung: VPD mit Zusatz von 0,1% Vit. C. 


an Lichtabsorption lief ein Anstieg der nephelometrisch bestimmten 
Triibung auf Grund der zunehmenden Teilchenzahl parallel. Merk- 
wiirdigerweise konnte Entsprechendes mit dem Stamm B nicht erreicht 
werden; bei Luftzufuhr war nach einem geringen Riickgang der optischen 
Dichte eine Konstanz des MeSwertes zu beobachten. Wie Kultur- 
versuche ergaben, waren die Zellen von B zum grdBten Teil abgetotet. 


Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 21. 20 
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Wie aus Abb. 7 weiter zu entnehmen ist, trat nach Beendigung de 
O,-Einwirkung mit der Ausbildung eines stark negativen Potenti 1 
erneut Wachstum ein, und zwar ohne erkennbare lag-Phase. Die iiber 
lebenden Zellen gingen sofort in logarithmische Vermehrung tber. 
einem anderen Versuch konnte in entsprechender Weise noch eine 2. uma 
3. Autolyse in derselben Kulturlésung erreicht werden. Die Bakterient 
abbauprodukte miissen hier den nachfolgenden Populationen als Nak 
stoffquelle gedient haben. Es wurde nicht festgestellt, wie oft sich dies 


ProzeB wiederholen laBt. 


lysierten Lésung zeigte neben wenigen normalen Bakterien eine Vielza i 
von kokkoiden und spharischen Elementen, die gelegentlich auch iii 
alten Kulturen und, wie schon erwaihnt, auBerdem von GUELIN (1950 
als Folge der Einwirkung von Bakteriophagen beschrieben worden sind! 
Elektronenmikroskopische Befunde lassen zumindest die Méglichkei 
offen, daB Bakteriophagen an diesem ProzeB beteiligt sind. Auf di 
Frage, ob es sich hier um ein lysogenes System handelt, soll in diese: 
Arbeit jedoch nicht naher eingegangen werden, da die Untersuchunger 
noch nicht abgeschlossen sind. 


Versuchen nachgewiesen werden konnte. 


Da in steriler Nahrlésung durch die Einwirkung von Luft keine A 
hellung eintrat, muB diese ursaichlich mit der Bakterientitigkeit 
sammenhingen. Dies geht auch aus der Beobachtung hervor, daB it 
einer 8 Tage alten, vollig ausgegorenen Kultur keine Aufhellung d | 
Substrates zu erreichen war, selbst nicht nach 48stiindiger Sauerstoff 
einwirkung. Bei Gegenwart von Vitamin C trat im Gegenteil durch Zer 
stérung des Vitamins eine geringe Farbvertiefung ein. ; 


Da die bleichende Wirkung von H,O, bekannt ist, wurden die ober 


mitgeteilten Beobachtungen als Ansatzpunkte fiir Untersuchungen tibe 
die Frage der H,O,-Bildung bei Anaeroben aufgegriffen. 


Es soll in diesem Zusammenhang erwihnt werden, daB auch die Freisetzun 
von Bakteriophagen bei lysogenen Bakterien u. a. durch Zusatz von HO, induzier 
werden konnte (Lworr u. Jacos, 1952). Die durch UV- oder Réntgenstrahle: 
hervorgerufene Induktion steht vermutlich ebenfalls mit der Bildung von frei 
Radikalen und Peroxyden in Beziehung, da Reaktivierungswirkungen durch Lich 
(Lerarset, 1951) und Katalase (Lnrarser u. Canvas, 1952; Mitek u. Mitarh 
1952) sowie Peroxydasen (LeTarset, 1952) bekannt sind. DaB die eigenen Be 
obachtungen an Stamm A mit dem Phinomen der Lysogenitit vermutlil 
zusammenhangen, ergibt sich auch aus einer Parallelen im Hinblick auf di 
Zusammensetzung des Substrats: Nach Jacos (1952) ist fiir die Phagenindukti 


Ernahrungsphysiologische Untersuchungen an anaeroben Bakterien. II. 303 


i Bac. megateriwm ein komplexes Substrat erforderlich. Mit A konnte ebenfalls 
in komplexen Nahrlésungen und nicht in GN + Ammonsulfat + Biotin 
Uracil Autolyse erzielt werden. 

Da8B die beobachtete Lysis mit der in einer alternden Kultur vor sich 
henden Autolyse wenig gemeinsam hat, geht allein schon aus der Tat- 
che hervor, dai der py-Wert sich nicht wie bei der Altersautolyse nach 
er alkalischen Seite hin verschiebt. Uber die primaren Prozesse bei der 
ysis von Bakterien ist 
enig bekannt. Es ist ein 
omplexer Vorgang unter 
eteiligung enzymatischer 
ozesse, durch die Zell- 
roteine, Nucleinsaéuren, 
olysaccharide u. a. Verbin- 
ungen abgebaut werden. 
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vicklungsstufen keine Lysis Abb. 8. Entwicklungsverlauf yon B. coli in VPD-Lésung 
rzielt werden. Eine Wachs- mit Zusatz von 0,1% Vit. C. Beliiftung der Kultur in der 
umshemmung in Abhin- Si oa 
rigkeit von der Konzentration wurde bis zu 10-4 mol H,O, festgestellt. 
Die farbaufhellende Wirkung entsprach bei steriler VPD-Lésung im 
Bereich von 10-! bis 10-? mol H,O, etwa der bei den Liiftungsversuchen 
yeobachteten Veranderung. Da aber in einer autolysierenden Kultur 
sach Zusatz von kristallisierter Katalase keine Gasbildung auftrat, ist 
H,O, wahrscheinlich nicht fiir die Substrataufhellung verantwortlich zu 
nachen. Danach ist es fraglich, ob tberhaupt H,O, und nicht andere Per- 
oxyde bei der Kinwirkung von Sauerstoff von Anaeroben gebildet werden. 
Es soll hier noch erwaihnt werden, da8 durch Bestrahlung mit UV-Licht eben- 

falls keine Lysis induziert werden konnte. Bei der Einwirkung auf sterile Vitambakt- 
nahrlésung war jedoch abhangig von der Bestrahlungsdauer ein mehr oder weniger 
‘tarker Anstieg des ROP und eine Aufhellung des Substrates zu beobachten. Auch 
rier miissen durch Katalase nicht zersetzbare Peroxyde anderer Art beteiligt ge- 
wesen sein. Oder aber das durch die ionisierende Strahlung gebildete H,O,, welches 
nach ALPER (1953) gegeniiber stabilisiertem Wasserstoffperoxyd weit reaktions- 
‘fahiger ist, muB sich sehr schnell mit den organischen Bestandteilen des Substrates 
umgesetzt haben, so daB ein Nachweis iiber die Katalase nicht méglich war. 

_Erginzend und abschlieBend soll zu den Wachstumsversuchen mit 
obligat Anaeroben tiber entsprechende Vergleichsuntersuchungen mit 
Jem fakultativ anaeroben Bact. coli und dem streng aeroben Bac. mega- 
erium berichtet werden. In Abb. 8 ist der Wachstumsverlauf von Bact. 
20* 
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die Bakterientitigkeit zur Ausbildung von Potentialwerten, die der 
Verhaltnissen bei girenden Clostridien entsprechen. Nach Luftzufu h 


500 mV von Garung auf Atmung um. Wegen des mit der Veratmung de 
Zuckers zu erzielenden héheren Energiegewinns verlauft die Wachstums 
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Abb. 9. Entwicklungsverlauf von Bac. megaterium unter dem Einflu8 des Wechsels von aerobe 
zu anaeroben Kulturbedingungen. Niéhrlésung: 1% Vitambakt, 0,5% Pepton. : 


kurve steiler als bei der Vergirung. Da Organismen wie Bact. coli ibe 


auch bei hohem ROP die notwendigen Energien fiir synthetische Re 
aktionen zu gewinnen. Zufuhr von reinem Sauerstoff an Stelle von Luf 
hat eine geringe Wachstumsverzégerung zur Folge. Wie der Verlauf de 
Wachstums beim plétzlichen Ubergang von Aerobiose zur strengen An 
aerobiose vor sich geht, wurde nicht untersucht. 
Die Kultur von Bac. megaterium in Vitambakt + Pepton (ohr : 
Zucker) begann, wie in Abb. 9 zu erkennen ist, bei einem px von 7,0 un 
einem ROPgem. von +30 mY. Das entspricht einem °# von +280 mV 
Nach 6 Std setzte Wachstum ein. Das ROP fiel um etwa 270 mV. Duret 
Zusatz von Ascorbinsiure und gleichzeitig einsetzende Begasung 
sauerstofffreiem Stickstoff trat eine sofortige Sistierung der Entwickl 
ein bei leicht fallendem ROP. Das streng aerobe Bac. megaterium war 
wie zu erwarten — zu anaerober Atmung nicht befihigt. 


SchluB8besprechung. 

Bei aeroben wie auch anaeroben Wachstumsprozessen verlangen 
ersten Reaktionen frisch iiberimpfter Bakterien reduzierende B 
gungen, denn in einem oxydierten Medium kénnen z. B. durch § 
Gruppen aktivierte Enzyme nicht wirksam werden. Das durch Zusa 
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ron Vitamin © beschleunigte Wachstum aerober Bakterien in Fliissig- 
eitskultur hangt offensichtlich damit zusammen. Die fiir eine Ent- 
icklung bendtigten Energien werden durch Oxydation (Dehydro- 
enation) von Niahrstoffen gewonnen. Das ist nur méglich, wenn 
-Acceptoren vorhanden sind. Je mehr Acceptoren (andere als O,) 
en verfiigbaren Wasserstoff aufgenommen haben, um so niedriger ist 
as sich einstellende Potential. Das Niveau hingt von den Enzym- 
ystemen ab, die das betreffende Bakterium besitzt. 

Das in einer Kultur gemessene aktuelle ROP zeigt den Zustand des 
ynamischen Gleichgewichtes zwischen Aktivitaét der Zellenzyme und den 
estandteilen des Mediums an, obwohl letztere (vgl. S. 297) an der Aus- 
ildung des Potentials in einer wachsenden Kultur nicht wesentlich 
eteiligt sein kénnen. Die Zusammensetzung des Nahrsubstrates ist 
ndererseits entscheidend fiir die Frage, ob eine Enzymaktivierung tiber- 
haupt moglich ist oder nicht. Setzt in einer Anaerobenkultur Wachstum 
ein, dann ist es unabhingig von der Potentialbeschwerung (z. B. der 
Vitamin C-Konzentration) gleich stark (siehe S. 280 u. 296) und wird 
nur noch durch den Nahrwert der Substratbestandteile in seiner 
Gesamthéhe bestimmt. Auch zwischen der Starke des Wachstums und 
dem Potentialabfall wurde in Bakterienkulturen keine direkte Be- 
ziehung beobachtet (Hewitt, 1950). 

Bakterienkulturen miissen als sich standig 4andernde Systeme ange- 
sehen werden. Es andern sich gleichzeitig neben dem ROP der px-Wert, 
die chemische Zusammensetzung des Substrats und die Zahl der Orga- 
nismen. Obwohl die Menge an Kulturfliissigkeit im Vergleich zur einge- 
impften Bakterienmenge allgemein sehr gro8 ist, kommt es schon zu 
einem Potentialabfall (auch bei aeroben Bakterien), bevordie Vermehrung 
einsetzt, wie aus simtlichen Potentialkurven zu ersehen ist. Das Unter- 
scheidungsmerkmal der aeroben und anaeroben Bakterien ist nicht das ab- 
solute Potential, das sich schlieBlich in einer wachsenden Kultur einstellt 
(siehe S. 303 fiir Bact. colt), sondern der Potentialbereich, in dem das An- 
wachsen (d. h. die Aktivierung der zelleigenen Enzymsysteme) noch még- 
lich ist. Bei der Entwicklung aerober Bakterien wird eine Negativierung 
des Potentials durchVerbrauch des gelésten O, unddie Aktivierung H-auf- 
nehmender Enzyme erreicht. Zu diesem Zeitpunkt sind Potentialverhalt- 
nisse gegeben, die bei Mischkulturen auch das Wachstum anaerober 
Bakterien méglich machen. Das O,-Defizit kann bei aerobem Wachstum 
durch Beliiftung ausgeglichen werden und wirkt sich dann in einer Be- 
schleunigung des Stoffwechsels aus. 

Der Mechanismus, durch den bei Gegenwart von O, das Wachstum 
obligat anaerober Bakterien verhindert wird, ist mit viel Interesse unter- 
sucht worden. Im wesentlichen sind im Laufe der Zeit 3 Theorien ent- 
wickelt worden. Nach cer ersten wirkt Sauerstoff direkt letal auf die Zelle. 
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Diese schon von Pasteur (1861) postulierte Auffassung hat sich als nicht 
zutreffend. herausgestellt. Nach der zweiten Theorie soll bei Gegenwa rt 
von Sauerstoff H,O, gebildet werden und wegen des Fehlens von Kata 
lase bei streng anaeroben Bakterien deren Wachstum verhindern. - ic 
dritte Theorie stellt die Bedeutung des ROP in den Vordergrund um 
besagt, daB das Wachstum von einem niedrigen Potential abhangt, desser 
Einstellung bei Gegenwart von O, nicht méglich ist. Hine vollbefriedi; 
gende Erklarung fiir das Phinomen der Anaerobiose bietet keine diese 
Auffassungen. H,O, konnte in Kulturen anaerober Bakterien meis 
nicht nachgewiesen werden (CatLow, 1923; Fusrra u. Kopama, 1934! 
SricKLAND, 1934, sowie die vorliegenden Untersuchungen). Mit Enz 
praparaten von Cl. Kluyveri haben LizpeRMANN und BaRKER (195 ) 
neuerdings bei der Oxydation von Butterséure die Bildung von H,0, 
beobachten kénnen. Die Suche nach Spuren von H,O, ist dadureh 
erschwert, da es leicht durch Licht, Kulturmedien mit SH- Gruppen 
enthaltenden Substanzen und Stoffwechselprodukte, wie Brenztrai i 
bensiiure, zerstért werden kann. Zur Beseitigung kleiner Mengen voni 
Wasserstoffperoxyd sollen Anaerobe jedoch tiber Mechanismen verfi | 
gen, die sich von den bekannten katalatischen und peroxydatische 1 
Systemen unterscheiden (GRUNBERG u. Mitarb., 1952). Bei Clostridivm 
welchii wurde eine aktive Hydrogenase aN ee die auch bei 
Gegenwart von Katalase-Inhibitoren H,O, inaktiviert (AUBEL u. Mit- 
arb., 1947). Unter anderem sollen freie SH- Gruppen bei der “Cnt 


eine Rolle spielen, so daB die anaeroben Bakterien in gewissem Umfange 
schon gegen H,O, geschiitzt sind. Eine adaptative Synthese von Cy- 
tochromen bei O,-Gegenwart konnte bei streng anaeroben Bakterien 
(im Gegensatz zu den fakultativen) nicht nachgewiesen werden ( sont 
FER u. Nisman, 1952). 
Uber die Bedeutung des ROP fiir Anaerobenwachstum liegen co 
reiche Arbeiten vor. Knayst u. Durky (1936) haben aus ihren Ver 
suchen geschlossen, da der entscheidende Faktor der O,-Partialdruck 
ist und das ROP lediglich einen Indicator fiir die O,-Spannung darstellt. 
Auch wenn das Anfangs-En auf +335 mV eingestellt wurde (dur h 
K-ferricyanid), erhielten sie bei niedrigem O,-Druck gutes Wachstu 
mit Cl. butylicum. Kin allein durch O, bedingtes Potential von + 300 mV 
verhinderte dagegen die Entwicklung. Bei Gegenwart von freiem Sauer- 
stoff kann zur Unterhaltung von anaerobem Wachstum seine Wirkung 
auf bestimmte Redoxprozesse in der Zelle durch Einstellung ein 
niedrigen Potentials — was durch Zusatz reduzierender Substanz 
erreichbar ist — eliminiert werden. WurRMsER (1925) zeigte, da b 
stimmte chemische Reaktionen nur bei bestimmten Potentialen ablaufe 
konnen und fand, da8 die Synthese von Alanin aus Brenztraubensiu 
und Ammoniak mit Glucose als H-Donator nur unter einem rH von 2 
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or sich gehen kann. Liegt das Potential also unter einem kritischen 
’unkt, dann ist auch bei Gegenwart von Sauerstoff anaerobes Wachstum 
Adglich. 
Die Benutzung von Vitamin C fiir anaerobe Kulturen wurde von 
THRISMANN (1936) eingefiihrt. Die oxydierte Form der Ascorbinsaure ist 
rreversibel oxydiert; das gemessene Potential hangt nur von der redu- 
ierten Form ab. Von BecKER u. GLERTA (1947) wurde das °# der Ascor- 
nsiure mit +0,3295 V (py 1) ermittelt. Bisrne (1941) stellte fest, 
laB 1—2 cm? 5%iger Natriumascorbinatlésung zu 100 cm? Bouillon 
ir obligat anaerobe Bakterien ausreichend sind. Mit Hilfe von Farb- 
toffindicatoren wurde ermittelt, da8 fir das Wachstum streng anaerober 
3akterien rH-Werte von 0—12 erforderlich sind (AUBEL und AUBERTIN, 
927). Von Prorz u. GELoso (1930) werden Werte von 0—14 angegeben. 
Yach AvBEL u. Mitarb. (1946) ist bei py 7,0 ein E, von etwa +120 mV 
,otwendig. Die Kultur anaerober Bakterien in der Tiefe einer hohen 
\garschicht ist dadurch méglich, da8 sich hier ein sehr niedriges Poten- 
ial ausbildet. Mourmau (1950) ermittelte in der Tiefe einer solchen 
Schicht ein E, von —190 mV, wahrend an der Oberfliche --225 mV 
yemessen wurden. Es kann allgemein gesagt werden, da fir streng 
Anaerobe ein Anfangs-E, von etwa —200 mV zum Anwachsen not- 
wendig ist. Die fiir die Kultur aerober Bakterien verwendeten Nahr- 
96den besitzen dagegen ein Potential von etwa Ey +200 mV und mehr. 
Der Anstieg des ROP nach Beendigung der aktiven Vermehrung (vgl. 
Abb. 1) ist kein allgemeines Phinomen. So konnte auch bei Corynebac- 
eriwm diphtheriae noch mehrere Tage nach Beendigung der log-Phase ein 
EB, von —200 mV beobachtet werden (Hewrrr, 1950). 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Die Entwicklung zweier Stamme von Cl. butyricum Prazm., die sich in 
bezug auf Sporen- und Togenbildung sowie andere physiologische 
Leistungen unterscheiden und deren Ernahrungsanspriiche in der 1. Mittei- 
jung behandelt worden sind, wurde durch kontinuierliche Bestimmung des 
Wachstums einer Kultur sowie die Ermittlung des px- und Reduktions- 
Oxydations-Potential-Verlaufs analysiert. Die Unterschiede zwischen 
, Stickstoff-“‘ und ,,Vitamin-C-Kulturen“ werden aufgezeigt. 


Fortlaufende Neutralisation der gebildeten Sauren fiihrte zu einer 
Beschleunigung des logarithmischen Wachstums und hatte eine ver- 
stiirkte Autolyse zur Folge. Bei dem sporenbildenden Stamm trat nach 
EKinwirkung von Luft (bzw. Sauerstoff) auf die in der friithen logarith- 
mischen Phase befindlichen Bakterien und die dadurch bedingte Positi- 
vierung des Potentials um etwa 500 mV eine vollstindige Lysis ein. Die 
Beobachtung wird mit dem Phainomen der Lysogenitiit in Verbindung 
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gebracht. Nach der Induktion (Lufteinwirkung) setzte sich die Entwick- 
lung fiir einen Zeitraum bis zu etwa einer Stunde fort und autolysierte 
in den folgenden 2—3 Std. Eine py-Verschiebung in den alkalischen 
Bereich, die fiir die Erscheinung der Altersautolyse charakteristisch ist, 
war mit der hier beobachteten Lysis nicht verbunden. Auf den Abbaw- 
produkten war erneutes Wachstum méglich. ; 


Za Vergleichszwecken wurden entsprechende Versuche tiber die 
Wirkung eines plétzlichen Wechsels von Aerobiose zu Anaerobiose (bzw. 
Anaerobiose zu Aerobiose) mit einem fakultativ anaeroben und einem) 
streng aeroben Bakterium durchgefiihrt, bei denen lytische Effekte nicht 
auftraten. Es konnte gezeigt werden, daB die in einer Bakterienkultur 

er 
' 


gemessenen Redoxpotentiale nicht auf der Entstehung reduzierender 
Substanzen in der Nahrlésung beruhen, sondern an die reduzierend 
Aktivititen der Bakterienzellen selbst gebunden sind. 


Bei der Kinwirkung von Sauerstoff auf Anaerobenkulturen 7 


PRE eA tiber die Wirkungsdauer des Vitamin C, die Abhangift 
keit des Wachstums von der Vitamin C-Konzentration und die B 
ziehungen zwischen Substrat und der fiir eine Entwicklung erforderlich 
Einsaatmenge waren zusammen mit den Ergebnissen der Entwicklungs- 
analysen anaerober Kulturen Grundlage fiir eine Diskussion iiber das 
Wesen der Anaerobiose. 7 
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Untersuchungen tiber das Auftreten von Sektoren 
in Pilzkolonien (insbesondere bei Alternaria tenuis). 


Von 
MARTHA DORN. 


Mit 3 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 13. August 1954.) 


In gréBeren Pilz- und Bakterienkolonien treten haufig Sektoren aut, 
die sich durch Farbe und Art des Wachstums von dem normalen Mycel 
unterscheiden. Die Ursachen dieser auffallenden Erscheinung sind jedoch | 
noch nicht endgiiltig geklirt, obwohl zahlreiche Autoren eine Fiille von: 
Beobachtungen und theoretischen Betrachtungen zu diesem Problem 
beigetragen haben. 

Bisher sind zwei wesentliche Hypothesen iiber die Entstehung von Sektoren auf- 
gestellt worden: einerseits wird die Sektorenbildung auf eine Verdnderung des 
Erbgefiiges zuriickgefiihrt (BRIBRLY, CHRISTENSEN, CHRISTENSEN u. Davins, 
CHRISTENSEN u. STAKMAN, DAS Gupra, Prennic, GAUMANN, HANSEN u. SmirH, 
Martry, Marsuura, PALMITER, PERKINS u. RYAN, RipPpEL u. WITTER, SHANDS 
Dickson, STaAKMAN, TATUM u. PERKINS, ULLSTRUP), andererseits wird in ihr nur eine 
zeitweilige Anpassung des Pilzes an seine Umwelt gesehen (BOONE, BRowNn, BUTLEI 
CauLpis u. Coons, Coons u. LarmMEeR, CHopat, Dickinson, Dickson, Lmontan, 
McKer, Wrrxkrys). Diese Hypothesen stiitzen sich auf Kinzelbeobachtungen : 


verschiedenartigen Pilzen. Es erscheint jedoch zweckmaBig, die Ursache der Sek- 
torentstehung erst dann zu diskutieren, wenn der EinfluB von verschiedenen U: 
weltfaktoren auf nur einen Pilz systematisch gepriift worden ist. Erwahnt sei noch, 
daB eine Priifung der Sektorenabimpfung bei Candida Reukaufii durch Marriy 
zwar ergeben hat, daB die makro- und mikroskopische Verschiedenheit bestehen 
blieb, physiologisch sich aber nur geringe quantitative Unterschiede ergaben, 
nicht den Grad der zwischen nattirlich vorkommenden Rassen (Gar- bzw. Fett- 
bildungstyp) erreichten. 


Die folgenden Untersuchungsergebnisse bei Alternaria tenuis solle 1 
zur Klarung der kulturellen Einfliisse auf die Sektorenbildung ie 


Material und Methode. i 
Als Versuchsobjekt wurde Alternaria tenuis — 1949 von Zuckerriibe 
blattern isoliert — verwendet, da frithere Untersuchungen (DorN 


gezeigt haben, daB dieser Pilz besonders stark zur Sektorenbildung mi 
dunklerem Mycel neigt. Alternaria tenuis ist ein Fungus imperfectus un 
zeichnet sich durch gute Wiichsigkeit und starke Sporenbildung aus. 
Die Konidien sind mehrkammerig. Die Kammern enthalten ebenso wie 
die Mycelzellen viele Kerne. Um einigermafen gleiches Erbgut zu habe 
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urde eine aus einer Konidienkammer ausgekeimte Hyphenspitze ab- 
etrennt und vegetativ weiter vermehrt. Die daraus hervorgegangenen 
ulturen dienten als Ausgangsmaterial fiir simtliche Untersuchungen. 


In Vorversuchen konnten 2 Medien entwickelt werden: eines, auf dem 
téindig Sektoren auftreten (Medium A)!, und ein anderes, auf dem sich 
m normalen Falle keine zeigen (Medium B)?. 

In bestimmten Versuchen wurde die Tragersubstanz Agar bei diesen Nahrbéden 
urch Filtrierpapierscheiben, Ton, Gips oder 1 em dicke Korkplatten von je 80 mm 
urchmesser ersetzt oder durch zwei gehaufte EBl6ffel Sand, Kieselgur und Sili- 
agel. Bei den Nahrstoffuntersuchungen wurde der zu priifende Stoff fortgelassen 
der durch chemisch verwandte Verbindungen ausgetauscht. Die mit Medium A 
der B gegossenen und mit Alternaria tenuis beimpften Petri-Schalen wurden im 
aboratorium bei 22—25°C und normalen Lichtverhaltnissen aufgestellt. Jede 
ersuchsreihe wurde mit 10 Parallelen angelegt; saimtliche Versuchsserien wurden 
3—5 mal wiederholt. 

Die Auswertung der Kulturen geschah folgendermaBen: sobald das Mycel den 
Schalenrand erreicht hatte, wurden die gebildeten Sektoren ausgezihlt und die 
Werte mit denen der Kontrolle (Medium A) verglichen. Da die Auszaihlung allein 
nicht geniigte, wurde die GréBe der Sektorfliche mit herangezogen. Genauere 
Angaben iiber die Versuchsanordnung werden in den jeweiligen Abschnitten 
wiedergegeben. 


Versuchsergebnisse. 
I. Morphologie der Sektoren. 


Frithestens 3 Tage nach der Uberimpfung bilden sich auf Medium A 
im grau-griinlichen Luftmycel in mindestens 1cm Abstand von der 
Impfstelle sehr kontrastreiche rot-violette Sektoren. Dadurch, daB sie 
nur Substratmycel, jedoch kein Luftmycel entwickeln und verzdégertes 
Wachstum aufweisen, heben sie sich sehr deutlich vom normalen Mycel 
ab. Wird Sektormycel auf frisches Substrat tibertragen, so behalt es die 
Sektoreigenschaften standig bei. Im Gegensatz dazu wachsen dem 
Sektormycel entnommene Konidien zu normalen Kulturen heran, in 
denen wiederum Sektoren auftreten. Auffalligerweise wtbertrifft die 
Lebensdauer des Sektormycels die des normalen Mycels. 


Die Hyphen innerhalb der Sektoren unterscheiden sich mikroskopisch 
deutlich von denen des Ausgangsmycels. Zwischen ihren gleichmaBig 
ausgebildeten Zellen zeigen sich stets solche, die Einschniirungen auf- 
weisen und mit violetten Konglomeraten angefiillt sind (Abb. 1). 

Die Konglomerate lésen sich in heiBer Kalilauge, dagegen nicht in Ather, Chloro- 
form, Alkohol, Aceton, Essigsiure und Salzsaure. 


Wird Sektormycel von Alternaria tenuis gegen normales Mycel in eine Petri- 
Schale geimpft, so bildet sich zwischen den beiden Pilzrasen eine stark abgegrenzte 


1 Medium A = Standard-Agar nach NEERGARD: 0,5% Glucose, 0,1% Aspara- 
gin, 0,14% KH,PO,, 0,5% MgSO,, 2% Agar. 

2 Medium B = selbst entwickelter Nahrboden: 1% Lactose, 1% Pepton- 
Witte, 0,594 MgSO,, 0,2% K,HPO,, 2% Agar. 
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unbewachsene Hemmzone. Die gleiche Erscheinung la8t sich beobachten, we 
Sektormycel gegen Sektormycel geimpft wird. Wird hingegen normales Mycel geger 
normales Mycel geimpft, so wachsen die! 

Pilzkolonien ungestért aufeinander ; 

anes Pee re ee und bilden einen geschlossenen Rasen 

(jf (Abb. 2). | 


Offensichtlich geht also von dem: 
Sektormycel eine Hemmstoffwir- 
kung auf das Ausgangsmycel aus. 

Auf Medium B entwickeln sich! 
| Sik im weiBen wolligen Alternaria- 

| Eyaate Mycel keine Sektoren. Dagegen' 

fe wachst Sektormycel, das von Me- 

- dium A auf Medium B tibertragen: 
~ wurde, dort mit kirschroter Farbe: 
weiter. Die Wachstumsintensitat | 
des Sektors entspricht dann der 
des normalen Mycels. Da sich also: 
-, auf Medium B keine Sektoren 
Abb. 1. Mit Konglomeraten angefiillte Sektor- bilden, aber vorhandenes Sektor- 
mycelzellen von Prati ih auf Medium A. mycel darauf weiterwichst, mus 
ieee angenommen werden, daB die 

Anlage zur Sektorentstehung stets vorliegt, aber bestimmte Faktoren 
in Medium B die Auslésung unterbinden. : 
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Abb. 2. @ Gegeneinander geimpftes Normalmycel von Alternaria tenuis; b Hemmzone zwischer 
Normalmycel (links) und Sektormycel (rechts). 


II. Auftreten der Sektoren in Abhingigkeit von 
verschiedenen Faktoren. 
a) Temperatur. 
eae 


Den Angaben von CuaupHuRI, CHRISTENSEN, DAS Gupta, GODDARD, 
Matsuura, Hynes, KoeLtitrevter, Mirra und WINGERBERG ist zu entnehmen, daB 


- pena acne a A 0 mae 


7 
: 


4 
; 
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i den verschiedenen Pilzen im Bereich der optimalen Wachstumstemperatur am 
iufigsten Sektoren auftreten, wihrend nach Befunden von Barnes, HELDMAIER 
d Scumirr iiberoptimale Temperaturen die Sektorausbildung begiinstigen. Bei 
edrigen Temperaturen wurden von den oben genannten Autoren tibereinstimmend 
ine Sektoren nachgewiesen. 

In eigenen Versuchen wurde der Hinflu8 der Temperatur auf die Sektoraus- 
ildung mit dem auf das Wachstum des Pilzes verglichen. Die mit Alternaria 
eimpften Agarplatten (Medium A) standen im Brutschrank bei den in Tab. 1 ange- 
benen Temperaturen. 


Tabelle 1. Vergleich zwischen Mycelausbreitung und Sektorenbildung 
ber verschiedener Temperatur. 


Temperatur (ge | ioe | 18° 


22°/23° 


25°/26° | 30°/32° 


ycelausbreitung nach 8 Tg. in mm | i | 
mektorenzabl 9. = . : + . « 


72 
a 


eee 


70 74 
13 15 


Wie aus Tab. 1 hervorgeht, bilden sich bei 5° bis 18° C keine Sektoren. 
Jann erst treten mit zunehmender Temperatur Sektoren auf; die inten- 
ivste Sektorenbildung liegt bei 25°C, also bei einer Temperatur, die 
‘leichzeitig auch das Optimum fiir die Entwicklung von Alternaria tenuis 
larstellt. Oberhalb des Temperaturoptimums nimmt dann die Zahl der 
sektoren wieder deutlich ab. 


b) Licht. 


Bonbe, Caupis u. Coons, CHRISTENSEN u. Mitarb., pas GuprTa sowie SCOTT ver- 
auten, daB das Auftreten von Sektoren méglicherweise auf Lichteinfliisse zurtick- 
ufiihren sei. Allerdings haben sie ihre Annahme nicht durch Versuche unterbaut. 

Die dazu bei Alternaria tenuis durchgefiihrten Untersuchungen wurden in einer 
Nordkabine angelegt und mit automatisch regulierter konstanter Temperatur von 
5° C durchgefiihrt. Ein Teil der beimpften Schalen wurde mit einem aus diinner 
3lechfolie angefertigten Kasten abgedeckt, der zweite wurde Tag und Nacht dem 
uicht (durchschnittlich 500—600 Lux) ausgesetzt. Da der Versuch in den Winter- 
nonaten durchgefiihrt wurde, war eine gleichmaBige Beleuchtung unter Zuhilfe- 
ahme einer kiinstlichen Lichtquelle stets méglich. 


Bei diesen Versuchen bildeten sich in der Dunkelheit und im Licht 
leichgroBe Sektoren; allerdings zeichneten sich die bei Belichtung 
rebildeten durch intensivere Farbung aus. Ein deutlicher Unterschied 
eigte sich in der Zahl der Sektoren. Am unbelichteten Standort wurden 
twa doppelt soviel Sektoren beobachtet wie am belichteten. Offenbar 
virkt intensive Belichtung einer Ausbildung von Sektorvarianten ent- 
regen. 

c) Magnetfelder. 

Es sollte erstmalig versucht werden, ob die Sektorenbildung durch eine von 
uBen wirkende Kraft, in diesem Falle durch magnetische Kraftlinien, gesteuert 
verden kann. Verwendet wurden starke statische Magnete, deren Kraftfeld die 
esamte Petri-Schale beherrschte. Alle Versuche wurden parallel auf Agar (A) und 


uf mit Lésung (A) getranktem Filtrierpapier durchgefiihrt. In der ersten Versuchs- 
eihe standen die beimpften Petri-Schalen auf je einem Magneten, in einer zweiten 
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die auf einem Magneten stehenden Schalen 3 mal taglich gedreht. 

Im Marz 1951 bildete Alternaria tenuis in der ersten Versuchsreihe — jedoch nu 
auf Filtrierpapier — ein bis zwei an den Magnetpolen angeordnete Sektoren. Aw 
Agar und in der zweiten und dritten Versuchsreihe lieSen sich keine derartige 
GesetzmaBigkeiten beobachten. Bei achtmaliger Wiederholung der ersten Reil 
war das Ergebnis nicht reproduzierbar; damit ist ein magnetischer Einflu8 nich! 
nachweisbar. 


| 

j 

d) Wasserstoffionenkonzentration. j 
| 


Bonpk, Caupis u. Coons, Curzt, Ecrorr, HorNE u. DAS GupTa, PALMITER sowit 
WINGERBERG beobachteten bei verschiedenen Pilzen im sauren Bereich bei px 4]: 


der Agar in einigen Serien durch Sand und Kieselgur ersetzt. Wie sich aus Vor ver 
suchen ferner ergab, veraindert Alternaria tenuis den pa-Wert des Nahrbodens 


wiinschten pq-Stufen wurden mit n/2 HCl und n/2 KOH eingestellt. Obgleich f st 
gestellt worden war, daB der Pilz den py-Wert nicht verandert, wurde der py-Wer 


zur steten Kontrolle in den Versuchsreihen laufend mit Lyphan-Papier gemessi 0 


Tabelle 2. Hinflup der Wasserstoffionenkonzentration auf die Auslésung von Sektor 


3 

4 pa 

5 / 

6 ) an Xe a3 / fo. 
7 | i | foe Hie Ta | fle: "aa 
8 ee ee [+ =e [+ = 
9 0 Es) dees [+ _ [+ 9 
10 | eal == [+ a [+ — 


— keine, / geringe, / ; tora bis gute, + gute Sektorenbildung. 


Tab. 2 zeigt auBer der Nichteignung von Medium B, da8 sich au 
Medium A bei px 3, gleichgiiltig welche Trigersubstanz vorlag, nie Sek 
toren bildeten. Mit sinkender Wasserstoffionenkonzentration traten sit 
hingegen auf. Auf Agar wurde die giinstigste Entwicklung im py-Be 
reich 5—7 erzielt, oberhalb 7, im alkalischen Bereich, waren nur set 
wenige Sektoren zu beobachten. Auf Sand wurde eine optimale Sektoren 
bildung bei py 6 erreicht, bei weiterer Abnahme der Wasserstoffione 
konzentration war teilweise gute, teilweise geringe Sektorenbildu 
festzustellen. Ahnlich verhielt sich Alternaria tenuis auf dem Kieselg 
A-Medium, nur mit dem Unterschied, da® sich auf Kieselgur fiir 
Sektorenbildung kein optimaler Bereich herausbildete. 
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e) Tridgersubstanzen. 


In der einschlagigen Literatur wird auf die Wirkung der Substrattrager Agar, 
latine, Kork, Sand, Kieselgur, Silicagel, Ton und Gips nicht éingegangen. Da 
per zur Kultivierung der Pilze ein Agar-Medium bevorzugt wird, sollte die Ab- 
ingigkeit der Sektorenbildung von den Gallerten und anderen Substrattragern 
klart werden. 


1. HinfluB der Gallerten. Der Nahrlésung A und B wurden 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 
0; 6,0 und 8,0% Agar sowie Gelatine 10,0; 20,0 und 40,0% ig zugesetzt. 


die _— 


\bb. 3. a,b,¢,d,e Hinflu® der Agarkonzentration auf die Ausbildung von Sektoren (auf Medium A). 
a 0,4%, 61,2%, 62%, d 4%, ¢ 8%-Agar. 
Zur besseren Erkennbarkeit von Einzelheiten sind a und 6 weniger verkleinert als ¢ bis e. 


Bei der normalen Agarkonzentration von 2% war auf Medium A die Sektoren- 
ahl am héchsten. Sie verringerte sich bis zu 8% um ein Geringes. Jedoch breitete 
ich bei hdheren Konzentrationen (5—8%) das Sektormycel wesentlich stiarker aus, 
io daB der gréBte Teil der Agarflache von ihm tiberdeckt war (Abb. 3). Auch war bei 
iesen hohen Konzentrationen die Abgrenzung zwischen Sektor und Normahnycel 
pesonders scharf. Enthielt die Nahrlésung A ausgewaschenen Agar in gesteigerter 

onzentration, so bildete Alternaria tenuis in gleicher Weise Sektoren. Bei Ver- 
wendung von ausgefaultem Agar (hergestellt nach JANKE) wurden nur bei einer 
Konzentration von 8% vereinzelt Sektoren beobachtet, die sich jedoch vom Normal- 
nycel nicht in der Farbe, sondern nur durch die Ausbildung von Substratmycel 
nterschieden. Wegen der veranderten Konsistenz des ausgefaulten Agars ist ein 
lirekter Vergleich mit den anderen Versuchen allerdings nicht méglich. 
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Wie aus Tab. 3 hervorgeht, wird die Sektorausbildung mit Steigerung de 
Gelatinekonzentration (20—40%) ebenfalls verstarkt. 


Tabelle 3. HinfluB verschiedener Substrattrdger auf die Sektorenbildung. 
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Medium A... 
Medium B. . . 


Agar 


Gelatine 


Oe a 
1,8% 


al 


Q— 
3% 


+ 


5= 
8% 


oO 


/ 


10% 


20% | 40% 


Kork 


/ 


Sand 


+ 


| 


Zeichen wie in Tab. 2; o starke Flachenausbreitung der Sektoren. 


In den parallel dazu angelegten Versuchsreihen mit Substrat B, auf dem 
unter normalen Verhiltnissen nie Sektoren auftreten, bildeten sich von einer 5% iger 
Agar-Konzentration an beziehungsweise auf 40%iger Gelatine vereinzelt Kleiz 
tiefrote Sektoren. 


eine erhdhte Konsistenz des Substrates die Sektorenbildung stark an: 
was bei dem Medium B, auf dem sonst keine Sektoren gebildet werden 
besonders auffallt. ; 

2. EinfluB anderer Substrattréger. Auf Nahrlésungen bildet Alternaric 
tenuis meistens keine groBe in sich geschlossene Kolonie, weil einzeln 
vom Mycel ausgestreute Sporen zu kleinen Inseln heranwachsen 
sich langsam zusammenschlieBen. Falls gelegentlich einheitliche Riesen: 
kolonien entstanden, konnten auf Lésung A einige Sektoren beobachtet 
werden. Reines Sektormycel in Nahrlésung tibertragen, breitet sich 


wurde der Pilz auf festen, mit Nahrlésung durchtrinkten Unterlag 
kultiviert, auf denen er sich gleichmaBig ausbreiten konnte. 

Bei allen Tragersubstanzen zeigten sich auf den A-Lésungen deutli 
Sektoren, auf den B-Lésungen dagegen fast nie (Tab. 3). 

Bei diesen Versuchen konnte beobachtet werden, da das Pilzmycel in fliissigen 
Nahrmedium (Lésung), auf Kieselgur und auf Silicagel besonders viele Anasto 
mosen bildet. Wurde von diesem Mycel auf Agar tibertragen, so verlor Alternar 


tenuis mit der Hiufigkeit der Agar-Passagen die Neigung zur Anastomosenbildv 
Sektoren wurden dagegen weiterhin in gleichem MaBe ausgebildet. 


f) Néhrsalze. 


Soweit in der Literatur iiber Sektorauftreten auf synthetischem Nahrbode 
berichtet wird, enthalten die Substrate folgende Nahrsalze: MgSO,; KH,P 
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sHPO,; K;PO,; (NH,);P0,; KNO,! und in Spuren FeSO, und KCl. Uber die 
ktorauslésende Wirkung der einzelnen Salze liegen bisher keine Angaben vor. Um 
n HinfluB verschiedener Salze auf die Ausbildung von Sektoren zu priifen, wurden 
le in den Medien A und B enthaltenen Salze nacheinander aus den jeweiligen Ver- 
chsreihen fortgelassen. In zusitzlich angestellten Versuchen wurden die ver- 
hiedenen Phosphorsalze (K;PO,; K,HPO,; KH,PO,; Na,PO,) gegeneinander aus- 
tauscht oder FeSO, und KCl hinzugefiigt. 


In allen Fallen bildeten sich auf Medium A Sektoren aus, jedoch auf 
edium B nicht. 


g) Organische Substanzen. 

Nach Paxton wird die Sektorenbildung bei Kohlenhydrat- und Stickstoff- 
angel unterbunden und bei Wiederzugabe von Stickstoffverbindungen geférdert. 
TAKMAN fand eine ausgesprochene Zunahme der Keilbildung bei einem Zusatz von 
aliumnitrat. Nach Brown u. Horne erhéht sich die Zahl der Sektoren mit stei- 
ender Asparaginmenge (0,02—1%). Andererseits messen Brown, Dickinson, 
irra, Sera und Tu der Kohlenhydratquelle eine besondere Bedeutung bei. Im 
anzen gesehen liegen zwar einzelne Beobachtungen tiber die Wirkung von EiweiBen 
nd Kohlenhydraten vor, aber eine eingehende Bearbeitung fehlt bisher. 
Ehe auf die unterschiedlichen Stickstoffverbindungen und Kohlen- 
ydrate naher eingegangen wird, soll zunaichst tiber den EinfluB ver- 
chiedener Konzentrationen der verwendeten Nahrstoffe berichtet wer- 
en. Im Medium A wurden die Konzentrationen von Glucose und 
sparagin, in Medium B von Lactose und Pepton variiert (Tab. 4). 


Tabelle 4. Verdnderung der Zucker- und Kohlenhydratkonzentration 
: und thre Auswirkung auf die Sektorenbildung. 


eichen wie in Tab. 2 und 3. 


Medium A Medium B 
Glucose Asparagin cad Lactose Pepton evel 
0,5% 1,0% 
0,5% 0,05% ++ 1,0% 0,5% =e 
0,5% 0,1% oF 1,0% 1,0% “7 
0,5% 0,125% + 1,0% 1,25% ar 
ce 0,1% — = 1% os 
0,25% 0,1% / 0,5% 1% — 
0,5% 0,1% + 1,0% 1% = 
0,75% 0,1% + 1,25% 1% ay 


Tab. 4 148t erkennen, daB die Glucose anscheinend einen wesentlichen 
Anteil an der Sektorentstehung hat, bei ihrem Fehlen entwickeln sich in 


em spirlich ausgebildeten Mycel nie Sektoren. Wird sie in halber 


1 Auf KNO, und (NH,),PO, wird bei der Uberpriifung der EiweiSquellen einge- 
angen werden. 


9 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 21. 21 
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Normalkonzentration (0,25%) gegeben, so ist die Sektorbildung nm 
schwach. Asparagin ibt hingegen keinen bedeutenden Kinflu8 auf das 


tration die Zahl der Sektoren geringer. Auf Medium B treten bei unter: 
schiedlicher Lactose- und papers von 0,1—1,25% keine 
Sektoren auf. 4 

1, N-Quellen. In Medium B wurde die Stickstoffquelle Pepton g “ 
Asparagin, KNO,, (NH,),;P0,, KNO,-+(NH,),PO, und KNO,-+(NH,),SO, 
ausgetauscht. Nur in den Kulturschalen, deren Nihragan KNO, enthiell 


nicht vom Normalmycel abwichen. | 

Die Medien A und B unterscheiden sich in den Zuckern und der Stick- 
stoffquelle. Da sich nachweisen lieB, da Asparagin und Pepton 
(siehe Tab. 4) keine Bedeutung haben, mu angenommen werden, af 
die unterschiedliche Sektorausbildung auf diesen beiden Medien lediglich 
auf die Zucker zuriickzufthren ist. 2 


Einflu8 der Kohlenhydratquelle auf die Entwicklung von Sektorer 
niher verfolgt werden. Dabei wurde Lactose durch verschiedene Mono-, 


Tabelle 5. Die Sektorenbildung in Abhingigkeit von einzelnen Zuckern auf Medium B ; 


Sektoren- 


Zucker bildung 


1. Monosaccharide: 
Glucose. ta-. a eee 3h 
Fructose 2. 48 =: / 
Galaktoséinerenitaeeat —= 
Manniti. ss +. e Pune mate — 
Kylose- wah bee — 


2. Disaccharide: | 
Maltose.."2 2 oo ee, / 
Saccharose . . . 3°." Ve 
Dactose Aids te see ae 


Starke: srt -iere. Geers — 
Celluicae ae. cart cour, — 
Glucose/Lactose. ... | / 


‘ sehr intensive Farbung. 


erkennen, dafi unter allen verwendeten Zuckerarten die Glucose 
Sektorauslésung am meisten férdert. Von den dargebotenen Mono- 
sacchariden erméglicht auBer der Glucose nur die Fructose die Eni 
stehung von Sektoren. 
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Das Auftreten von Sektoren bei Maltose (Glucosido-Glucose) und 
accharose (Glucosido-Fructosid) ist sicherlich darauf zuriickzufihren, 
a8 diese Disaccharide ebenfalls Glucose oder Fructose enthalten. Auf- 
dllig ist die negative Wirkung der Lactose (Galactosido-Glucose), weil 
ier doch neben Galactose auch Glucose als Molekiil vorliegt. Um ent- 
cheiden zu kénnen, ob bei Lactosegabe die Sektoren ausbleiben, weil 
ie Galactose hemmt oder weil die Glucose nicht zur Wirkung kommt, 
urde in einem weiteren Versuch Glucose neben Lactose geboten. Hier 
ildeten sich Sektoren aus, ein Zeichen dafiir, daB das Fehlen der Glucose 
ntscheidend ist. Die beiden untersuchten Polysaccharide losten eben- 
alls keine Sektoren aus. 


Auf Grund der Ergebnisse erschien es angebracht, die einzelnen Zucker 

anderer Weise in ihrer Wirkung auf das Alternaria-Mycel zu priifen. 
afiir wurde der Pilz auf ein zuckerfreies B-Medium geimpft, und zur 
leichen Zeit wurde im Abstand von 2 cm von der Ubertragungsstelle 
us (nach Methode Fremine) ein 0,5 cm (im Durchmesser) grofes 
och ausgestanzt und mit den jeweiligen Zuckern angefiillt. Das normale 
Mycel bildete in der Nahe des mit Glucose angefiillten Loches einen 
Sektor, der sich flichenmaBig gut ausbreitete und dessen Mycel im Laufe 
mehrerer Ubertragungen konstant blieb. Dagegen hatten alle anderen 
Zucker bei Anwendung dieser Methode keinen Einflu8 auf die Sektor- 
entstehung, so da der Glucose hier offenbar eine besondere Bedeutung 
zageschrieben werden muB. 


Diskussion. 

Bei der Uberpriifung des Einflusses der Anzuchtbedingungen auf die 
Sektorenbildung von Alternaria tenuis hat sich herausgestellt, daB es 
durchaus méglich ist, die Sektorenbildung anzuregen oder zu unter- 
binden. Und zwar wird die Ausbildung von Sektoren erheblich gefordert 
durch optimale Wachstumstemperatur, Ausschaltung des Lichtes, eine 
Wasserstoffionenkonzentration von py 5—7 und Steigerung der Agar- 
konzentration, ferner durch die Stickstoffquelle Kaliumnitrat und die 
Kohlenhydratquelle Glucose. Dagegen unterbleibt die Sektorenbildung 
bei niedrigen Temperaturen (unter 18° C), im sauren Bereich bei pp 3—4 
und bei verschiedenen Kohlenhydratgaben wie Galactose, Xylose, 
Mannit, Arabinose, Lactose, Stiirke und Cellulose. Auch andere Autoren 
haben einen Einflu8 von Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration, 
Stickstoff- und Kohlenhydratgabe auf die Sektorenentstehung beobachtet. 
Da es sich aber um nicht zusammenhingende Einzelbetrachtungen bei 
den verschiedenartigsten Pilzen handelt, ist aus ihnen ein gemeinsames 
Prinzip fiir die Entstehung von Sektoren bei Pilzen nicht abzuleiten. 


Aus den angefiihrten Resultaten ergeben sich eine Reihe offener 


Fragen, von denen einige diskutiert werden sollen. 
ali 
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1. Bei Gaben von Glucose und Glucose + Lactose entwickeln si¢ 
stets Sektoren, bei Lactose allein nicht. Daraus geht hervor, daB Gluco 
fir die Sektorenbildung notwendig ist, aber anscheinend nicht aus dem} 
Disaccharid Lactose (Galactosido-Glucose) freigelegt werden kann. Da' 
der Pilz auf Lactose genau so gut wachst wie auf Glucose, ohne Kohlen- 
hydrate jedoch nur sehr schwach wachst, mu8 angenommen werden, da | 
die Lactose gespalten wird. Es ist daher nicht zu verstehen, warum die} 
. Glucose hier nicht zur Wirkung kommt. 


s > 
Pn ei Ei MO 


2. Die meisten Sektoren werden gebildet, wenn Temperatur und| 
Wasserstoffionenkonzentration fiir das Wachstum optimal sind. Még- 
licherweise wird durch die im Optimum liegenden Faktoren die ee 
aufnahme verstarkt und daher die Sektorenausbildung begiinstigt. | 


3. Das Sektormycel ist gegen das normale Mycel auf erst scharf ab- 
gegrenzt, was auf eine Toxinwirkung schlieBen li8t. Die hemmende: 
Wirkung steigert sich mit der Konzentration des Agars. Da angenommen | 


; 


werden kann, daf die toxischen Stoffe bei hohen Agarkonzentrationen| 
auf der Agaroberfliche angereichert werden, ist die starke Ausbreitung 
der Sektoren bei diesen hohen Konzentrationen vielleicht auf eine 
geringere Empfindlichkeit des Sektormycels gegeniiber den eigenen 
Hemmstoffen zuriickzufihren. | | 
4. Kohlenhydrate fordern bei einigen Mikroorganismen die Toxine 
bildung (OPPERMANN u.a.). Daher kénnte die Glucose die Hemmstoff- 
bildung anregen und somit die Ausbreitung von Sektoren gegeniiber 


derjenigen des empfindlicheren Normalmycels. 


5. Die Hyphenzellen des Sektormycels enthalten teilweise ‘a 
gefairbte Konglomerate. Farbstoffe wirken haufig hemmend. : 


Die Ergebnisse weisen auf einen bedeutenden Kinflu8 der in kiins' 
lichen Kulturen vorliegenden Umweltfaktoren auf die Sektorenbildung 
hin, Anhaltspunkte fiir eine genetische oder cytologische Verainderung 
wurden nicht gefunden; einige Beobachtungen sprechen sogar eher da- 
gegen. So waren die aus dem Sektormycel entnommenen Konidien 
genetisch nicht veriindert: wurden sie auf frisches Substrat gebracht, 
so entwickelten sie sich zu normalem Mycel im Gegensatz zu dem 
Sektormycel, das bei Ubertragungen immer konstant blieb. Auch durch 
Kernmischung wurde die Sektorenbildung nicht geférdert: auf Medien, 


auf denen viele Anastomosen auftraten, wurden besonders wenig Sek- 
toren ausgebildet. : 


Durch diese Ergebnisse diirfte eine Grundlage geschaffen sein, die es 
vielleicht erméglicht, nun die tieferen Zusammenhinge der ver- 


schiedenen Kinfliisse der Sektorenbildung bei Alternaria tenuis zu unter- 
suchen. 


sy 


| 
| 
| 
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Zusammenfassung. 
J. Als Grundlage fiir die Experimente mit Alternaria tenuis dienten 
Nahrbéden: ein sektorfreundliches A-Medium (NEERGAARD) und ein 
ktorfeindliches B-Medium (selbst entwickelt). 


II. a) Die Konidien von normalen Alternaria tenuis-Kulturen und die 
m Sektorkulturen wachsen stets zu Formen der Ausgangskultur heran 
id bilden auf Medium A erst in einem bestimmten Abstand von der 
apfstelle scharf abgegrenzte Sektoren. Auf Medium B bilden sich unter 
wmalen Bedingungen nie Sektoren. 

b) Die scharfe Abgrenzung verstirkt sich bei hohen Agarkonzen- 
ationen (ab 4°) und bei Saccharose als Kohlenhydratquelle. 

c) Reines Sektormycel auf Agar iibertragen breitet sich immer als 
2ktormycel aus, bleibt also konstant. 

d) Die Hyphen des Sektormycels, deren Zellen teilweise mit in heifer 
alilauge ldéslichen violetten Konglomeraten angefillt sind, zeichnen 
ch durch eine Hemmstoffwirkung aus. 

e) In Nahrlésung, auf Silicagel, Kieselgur und Sand bildet Alternaria 
nuis sehr viele Anastomosen. Auf Agar lift die Anastomosenbildung 
it der Haufigkeit der Agarpassagen nach. 

III. a) Eine wesentlich héhere Férderung wird erzielt: 1.in der opti- 
alen Wachstumstemperatur; 2. bei Ausschaltung des Lichtes; 3. bei 
ner Wasserstoffionenkonzentration im py-Bereich 5—7; 4. bei ge- 
eigerter Agarkonzentration ab 2% bis 8%; 5. bei gesteigerter Gelatine- 
onzentration 20—40%; 6. bei einer Stickstoffgabe von KNO,; 7. bei 
mer Kohlenhydratgabe von Glucose, Fructose, Saccharose und Maltose. 

b) Folgende kulturellen Bedingungen iibten einen hemmenden Kin- 
uB aus: 1. die Temperatur unterhalb 18° C; 2. die Wasserstoffionen- 
onzentration im py-Bereich 3-4; 3. die Kohlenhydratgabe von Ara- 
inose, Mannit, Xylose, Galactose, Lactose, Starke und Cellulose. 

ce) Sektorenbildung konnte weder angeregt noch unterbunden werden : 
_im alkalischen Bereich (py 7—10); 2. bei Verwendung unterschied- 
cher Substrattraiger (Kieselgur, Silicagel, Sand, Ton, Gips und Kork); 
_ iiber einem magnetischen Kraftfeld; 4. mit den Niahrsalzen MgSO,, 
-3P0,, K,HPO,, KH,PO,, (NH,);PQ,; FeSO, und KCI; 5. mit den 
rganischen Substanzen Pepton, Asparagin. 


Anhang. 
Pilze, bei denen nach Angaben in der Literatur Sektoren auftreten. 


Actinomyceten: Actinomyces Baarner spec. flavus (WINGERBERG 1933) ; Actino- 
yyces spec. (RIPPEL-WITTER 1934, Prennic 1952). 

Phycomyceten: Thamnidium elegans (Barnes 1935). 

Ascomyceten: Saccharomyces cerevisiae (Frrsanova 1940); Hefearten (BaucH 
942: MnissEL 1933; REDAELLI 1933;WErpMANN 1926) ; Torula pulcherrima (PUNKARI 
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u. Henrict 1933/34; WaLrEer 1937); Candida Reukaufii (MARTIN 1954); Aspergilla 
terreus (GALLOWAY 1933); A. ochraceus (CHoDaT 1930); A. fuliginosus (CHODA’ 
1930); A. malvaceus (MossERAY 1934); A. japonicus (MossERAy 1934); A. ma 
(MossEray 1935); Penicillium notatum (DRAwERT u. Mitier 1953, Mtn 
1953); Eurotium herbariorum (BARNES 1928/29, 31); Ceratostomella fimbriata ( 
son 1949); C. ulmi (WaLTER u. May 1937); C. multiannulatum (Fries 1947/48, 
Chaetomium cochliodis (Dickson 1932/33); Ch. globosum (McANLAY, PLOMLE 
u. Forp 1947); Elsinoe australis (BrravcourT u. JENKINS 1937); Diaportl 
perniciosa (DAS Gupta 1933; Horne u. Das Gupta 1929); Ophiobolus gram i 
(Jonus 1926; Papwick 1936); 0. miyabeanus (JonEs 1926; PapwicK 1936); Sclen 
tinia fimicola (CHARLES u. LAMBERT 1933); S. castellani (CHARLES u. LAMBHR 
1941); Venturia inaequalis (Backus u. Knrrr 1940; Boon 1951; Patmirer 1934 
Rup.orfF 1935; Scumipt 1935). 4 


Basidiomyceten: Rhizoctonia solani (LecLEBERG 1939; MiLiER 1924; Kerw 
KAMP, DE ZEEUW 1952); Sphacelotheca sorghi (Fickr u. JOHNSTON 1930; nich! 
bei Einsporkulturen auftretend); Ustilago zeae (CHRISTENSEN u. STAKMANN 1926 
STAKMANN, CHRISTENSEN, FipE u. Peterson 1929; Tu 1929). : 


Fungi imperfectt. 

Dematiaceae. Acremoniella thermophila (Curzt 1931); Alternaria tenuis (Mi 
HENDRA 1929; NeprRGAaRD 1945; Ropers 1924; Wivrsurre 1929); A. so 
(BonDE 1929; Knaus 1941; Tanaxa 1933); A. sonchi (Matsuura 1931); Bra 
sporium spec. (HmmMI u. Matsuura 1927; Matsuura 1933); Cercospora betice 
(Coons u. Larmer 1929); C.crwenta (McRax 1933); C.dolichi (McRar 193; 
C. leucosticta (Sina 1931); Cladosporium fuluwm (Caupis u. Coons 1927); Hel 
minthosporium sativum (CHRISTENSEN 1925/26, 29; CHRISTENSEN u. Davirs 1937/4 
Dickinson 1932; GREANEY u. MacHaceck 1933; Mintikan 1940; Mirra 1931 
Paxton 1933; Stevens 1922); H. gramineum (CHRISTENSEN u. GRAHAM 1932/34 
SHanps 1934); H. tetramera (HynzES 1935); H. microsporium (MatsuuRA 1930/3 
Tocutnat 1937); H. ocellum (McRan 1933); H. sacchari (McoRax 1933); H. sten 
pilum (McRae 1933); Heterosporium gracile (Stpmta 1934); Stemphylium spec 
(Brerr 1931); Thielaviopsis basicola (JoHNSON 1935). 


Tuberculariaceae. Fusarium arthrosporioides (Cormack 1951); F'. avenacew 
(CorMACK 1951; Tu 1929); F. blackmani (Cormack 1951; Tu 1929); F. bulbigeny 
var. lycopersici (HuELSEN 1936); F.camptoceras (MrTRA 1934); F’. culmoru 
(Dowson 1929; Horne u. Mrrrer 1927; Oswatp 1949; Tu 1929); F. coerules 
(McKer 1951); F. fructigenwm (Dickinson 1932); F. equisetit (OswaLp 1949 
F. graminicola (Tu 1929); F. herbarum (Dowson 1929); F. lolii (Dowson 1926 
F’. moniliforme (LEONIAN 1929/30; Mirra 1934); F'. moronet (Curzr 1930); F'. poly 
morphe (HoRNE 1929; Mirrer 1927); F. plurewm (Horne u. Mrirrer 1927 
F. sambucinum (Horne u. Mirrer 1927); F. scirpi (Oswatp 1949); F. sola 
(Mirra 1934; Tu 1929); F. vasinfectum (Dickinson 1932); F. viride (Mirra 1934 
F. graminearum (GopparRp 1939; Tu 1929; Unisrrur 1935); F. saubinel 
(Brown 1926/28; Brown u. Horne 1924; BurKHotpER 1925; DrocKk 19% 
1936; Leontan 1929; Minter 1945/46; Oswatp 1949; Smira 1935; SnypE 
u. Hansen 1945). 

Mucedinaceae, Botrytis cinerea (BARNES 1930; Hansen 1928; Hansen) 
SmirH 1932); Piricularia oryzeae (KONISHI 1933; SUNDARARAMAN 1929); Verticilliw 
albo-atrum (CHENEY 1930). 

Melanconieae. Colletctrichum atramentarium (Dickson 1925; Scorr 1928 
C. biologicum (CHaupuuRI 1924); OC. capsici (RAMAKRISCHNAN 1941); C.coffeanw 
(McDonaLp 1931/32); C. falcatum (RAMAKRISCHNAN 1941); C. lindemuthian 
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DDE 1928; Capris u. Coons 1927); C. vermicularia (Dickson 1923); C. cingulata 
NDES u. Kerrr 1950; Stevens 1928/30); C. gossypii (ULLSTRUP 1938); C. spec. 
VHEELER 1950); Gloeoporiuwm lagenarium (Ropicin 1937); Pestalozzia guepini 
YHODAT 1926); P. funerea (CHRISTENSEN, C. 1932). 


Sphaeropsideae, Phomaalternariacewm (CHopat 1930); Ph. conidiogenum (Swirr 
p85) ; Ph. lingam (CatvErtT, Pounp, WaLTER, STAHMANN u. STAUFFER 1949); Ph. 
assicae (CUNNINGHAM 1927); Ph. oleracis (CUNNINGHAM 1927); Ph. conidi (Cun- 
INGHAM 1927); Cytosporina ludibunda (pas Gupta 1930/33; Horne 1928; Horne 
. Das Guera 1929); Phomopsis spec. (DAS Gupra 1933; Horne u. pas Gupra 
329) ; Pyrenochaeta terrestris (GASSORKIEWICZ 1952); Septoria apii (CALDIS u. Coons 
927); S. acicola (CHRISTENSEN 1932); S. bromigena (ALLISON 1939); Rabdospora 
umealis (KOELLREUTER 1950); Sphaertopsis malorum (CaLDIs u. Coons 1927). 


Mycelia sterilia. Sclerotium rolfsvi (Goro 1935; Nakata 1927). 
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Elektronenoptische Darstellungen 
von Streptomyceten-Sporen und -Hiillen. 


Von 
HARTMUT ENGHUSEN. 


Mit 9 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 28. Juli 1954.) 


Streptomyces-Arten lassen sich aus fast jedem Bodenhorizont isolieren. 

n elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten Fate u. Mitarb. 
1952), daB& die Sporenformen der Species durchaus nicht einheitlich 
ind. Bisher gelang es aber nicht, einen Anhaltspunkt dafiir zu finden, 
»b die Formbildung mit anderen Unterschiedsmerkmalen wie Pigment- 
arbung, Luftmycelfarbe und -ausstattung oder Spiralbildung zusammen- 
1angt. Vielmehr hat es den Anschein, 
uls wiirden die unterschiedlichen Sporen- 
‘ormen wahllos zu den verschiedenen Ar- 
en gehoren und morphologische HKigen- 
sjumlichkeiten, wie auch die Herkunft 
<einerlei Anhalt zur systematischen Ein- 
‘ellung bieten. 

Die am hiaufigsten vertretene Sporen- 
orm ist glatt und rundoval (Abb. 1). 
Sie wird als Normalform betrachtet 
Fuaiae 1952, Fraia u. Mitarb. 1952, 
sowie Kister, 1953). Die Septierung 
<ann angedeutet (Abb. 1 oben), aber 
wuch deutlich und tief sein (Abb. 1 unten). 
Veist ist diese Form undurchstrahlbar ; Abb. 1. Streptomyceten-Normalform mit 


, i verschieden starker Septierung. 
ine Ausnahme davon zeigt Abb. 2. Die (Elektronenoptische VergréBRerung je 


< act groB gen oben und 
Streptomyceten-Sporen werden durch das °?*: Rien iach K us 
Vakuum des Elektronenmikroskops leicht in der Mitte auf 14000 x.) 


verandert, so da Deformationen wie Ab- 

Jachungen, Einbuchtungen usw. vorkommen k6énnen, die von FLaie u. 
Mitarb. (1952) als Arteigentiimlichkeiten angesehen werden. Die makro- 
‘kopischen Besonderheiten der Kulturen, etwa Luftmycel- und Pigment- 
arbe, sind dabei im Gegensatz zu der Ansicht von Fraia u. Mitarb. 


nannigfach. 


& 
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Weniger haufig findet man mit Auswiichsen versehene Sporen. Thre« 
Septen sind fast immer stark eingezogen und die Sporen selbst vereinzelni 
sich bald. Abb. 3 zeigt haarige Formen!. Die Kulturen, aus denen diese¢ 
Sporen stammen, sind sehr ahnlich Streptomyces rutgersensis Waksmant 


Abb. 2. Durchstrahlbare Normalform-Sporen mit kernéhnlichen Gebilden. 
(Elektronenoptische VergréBerung 5000 x, NachvergréBerung auf 15000 x.) 


u. Curtis (bestimmt nach Brrery 1948 und nach Baupacctr u. Mitarb. 
1954) und wurden sowohl aus stark degradierter Schwarzerde unter! 
Baumschulenbestand als auch aus kaum gebleichtem Bruchwaldboden | 
unter Acker isoliert (Stamm H 1006). Stachelige Arten (Abb. 4)' 


TAL F 
Abb. 3. Haarige Sporenform bei mittlerer Septation. (Elektronenoptische VergréBerung 5000 x, 
NachvergréSerung auf 15000 x.) 


stammen aus stark degradierter Schwarzerde, regradierter Schwarzerde, 
schwach gebleichtem braunen Waldboden und ungebleichtem Bruch- 
waldboden. Die Kolonien, in denen sie gebildet wurden, sehen auf Hafer- 
flockenagar hell-matt-grau, auf Starke-KNO,-Agar etwa stahlgrau aus. 


' Durch Mitteilung von Prof. Fata. 
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ichtmikroskopisch lassen sich etwa 80 lange Faden feststellen. Das 
ubstrat ist unveraindert (Stamm # 1005). Die elektronenoptische 
ufnahme entspricht der von Fuate u. Mitarb. (1952). Ob es warzige 
porenformen ! gibt (Abb.5), ist nicht gesichert. Méglicherweise kann sich 
ie etwas weitere Sporenhiille (Abb. 5 unten) mancher Arten im Vakuum 
es Elektronenmikroskops derart um oder an die Spore pressen, dafB der 
schein warzigen Aussehens erweckt wird (Stamm # 104). Andere 


TL 
Abb. 4. Sporen mit Stacheln. Abb. 5. ,,Warzige‘S Sporenarten. Beachtenswert 
Elektronenoptische VergréBerung 5000, ist besonders die Hiille der unteren mittleren Spore. 
NachvergroBerung auf 12000 x.) (Elektronenoptische Vergr68erung 5000 x, 


NachvergréBerung auf 10000 x.) 


Sporenformen, insbesondere runde, wie sie Fiaie u. Mitarb. (1952) 
eigen, sind nicht als Arteigenschaft anzuerkennen, da sie 
Vakuumdeformationen darstellen. 

Die schon erwihnte Sporenhiille ist bei jeder Art vorhanden. Sie 
ist immer dort durchgeschniirt, wo sich die Sporen voneinander abgren- 
ren. Interessant ist nun, daB sich die Artmerkmale glatter, haariger oder 
warziger‘ Sporen noch an den leeren Hiillen erkennen lassen. So bleiben 
nach dem Ausschliipfen der Sporen die Hiillen glatt (Abb. 6), bei den 
haarigen erhalten sich die Haarhiillen, die auch in leerem Zustand von 
Jer Sporenhiille abstehen (Abb. 7), und die stacheligen Sporen hinter- 
lassen eine perforierte Sporenhiille, durch deren Offnung ehemals die 
Stacheln hindurchsahen (Abb. 8). Die Ergebnisse kénnen erst nach ein., 
besser zweimonatiger Kulturdauer beobachtet werden, weil die Hiille 
erst nach diesem Termin verlassen wird. 

Das Aussehen der Streptomyceten-Sporen einer Art andert sich nicht 
mit der Kultivierung auf unterschiedlichen N&ahrmedien. Die saubersten 
Formen erhalt man jedoch bei Verwendung von Haferflockenagar. 


1 Durch Mitteilung von Prof. Fuaic. 
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Eine ungeklarte Eigentiimlichkeit sind die kernahnlichen Gebilde, 
die sowohl in wohlgeformten Sporen vorkommen (Abb. 2) als auch| 
nach der Auflésung von Sporen in der Sporenhiille zuriickbleiben| 
(Abb. 9). Oder sollte es sich darum handeln, daB diese kleinen Gebilde: 


Abb. 6. Glatte Sporenhiillen. Einige rund deformierte Sporen. 
(Elektronenoptische VergréBerung 5000, NachvergréRerung auf 12500 .) 


Abb. 7. Haarige Art mit zum Teil ausgeschliipften Sporen; die Haarhiillen stehen von der Sporenhiille 
ab. (Elektronenoptische VergroBerung 5000 ~, NachvergrifBerung auf 15 000  .) 


die Sporen sind, wihrend die bisher als solche angesehenen Ké6rper 
Sporangien darstellen? Gestiitzt wird diese Moglichkeit dadurch, daB 
3 Jahre alte Abimpfungen noch gut keimfahig sind. Die Sporenform 
mite also auch nach 3 Jahren noch erhalten sein. Im vorliegenden 
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all blieb sie aber nicht erhalten, sondern nur die Sporenhiille mit den 
ezeigten kleinen Korperchen. Die Haltbarkeit beider spricht gegen eine 
nderweitige Zerst6rung der Spore. 


Abb. 8. Stachelsporen, eine perforierte Hiille hinterlassend. 
(Elektronenoptische Vergré®erung 5000, NachvergréRerung auf 15000 x .) 


Abb. 9. Kernihnliche Gebilde in sonst leerer Sporenhiille. 
(Blektronenoptische VergréBerung 5000 x, Nachvergr6éBerung auf 11500 x .) 


Zusammenfassung. 


Es werden elektronenoptische Bilder von Streptomyceten-Sporen ge- 
zeigt; vor der Anerkennung von Deformationen wird ausdriicklich 


gewarnt. 

Alle Streptomyceten-Sporen verlassen nach geniigender Reife eine 
Sporenhiille, die entsprechend der morphologischen Kigenschaft der 
jeweiligen Spore ausgepriagt ist. 

Zuletzt wird auf die Frage hingewiesen, ob Streptomyceten-Sporen nicht 
Streptomyceten-Sporangien sein konnten. 


Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Gerat des In- 
stituts fiir Virusforschung der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forst- 
wirtschaft in Braunschweig-Gliesmarode ausgefiihrt. Fiir die Genehmigung dazu 
bin ich Herrn Oberregierungsrat Dr. KOHLER zu groBem Dank verpflichtet. Herrn 
Regierungsrat Dr. BoDE danke ich bestens fiir technische Hilfe. 


Mir wurden die Grundlagen zu dieser Veroffentlichung wahrend der Zeit bekannt, 
in der ich als Gast im Institut fiir Biochemie des Bodens der Forschungsanstalt 
fiir Landwirtschaft, Braunschweig-Vélkenrode (Direktor Prof. Dr. FLate) vom 
Juni 1953 bis Februar 1954 arbeitete. 
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Bewegungsstudien sowie elektronenmikroskopische 
Membranuntersuchungen an Cyanophyceen*. 


Von 
: GERHARD SCHULZ. 


Mit 21 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 24. November 1954.) 


Neben der weniger diskutierten Auffassung von BURKHOLDER (1934), 
ach der die Bewegung der Cyanophyceen durch Anderung der Ober- 
aichenspannung an den Faden zustandekommen soll, haben sich im 
erlauf der Untersuchungen an fadenférmigen Cyanophyceen, die mit 
usnahme von Harpers Beobachtungen an Nostocaceen (1918) an Oscil- 
torien angestellt worden sind, vor allem zwei Meinungen herausgebildet. 
ach der Alteren Ansicht soll die Verquellung des ausgeschiedenen 
chleims die treibende Kraft fiir die Bewegung sein (CorRENS 1897, 
OLKwiTz 1897, FecHNER 1915, Harper 1918, Scumip 1918, 1923); 
emgegeniiber steht die Ansicht von ULLRIcH (1926 u. 1929), nach der 
Kontraktionswellen iiber einen in Bewegung befindlichen Oscillatorien- 
aden laufen und die Ursache fiir die Bewegung sein sollen. 


Uttrrce filmte in Bewegung befindliche Faden von Oscillatoria J enensis und 
Beggiatoa mirabilis mit einer Bildfrequenz von 4/sec und vereinigte hernach zwei 
Tilmbilder stereoskopisch. Bot er verschiedenen Personen zwei gleichzeitig auf- 
yenommene Bilder zur Betrachtung dar, so wurde angegeben, da8 die Bilder plan 
wschienen. Wenn er hingegen zwei aufeinanderfolgende Bilder des Films im Stereo- 
kop betrachten lieB, wurde ein Tiefeneindruck bei den Beschauern festgestellt. Die 
Versuchspersonen gaben dann an, deutlich nahe und ferne Stellen erkennen zu 
‘énnen. Diese Erscheinung wird so erklart: Die einzelnen Punkte eines sich be- 
vegenden Fadens bei zwei zeitlich aufeinanderfolgenden Bildern sind nicht mehr 
agekongruent, sondern haben eine Verschiebung zueinander erfahren. Das wiirde 
‘ber bedeuten, da8 Kontraktionen bzw. Dilatationen erfolgt sind. 


Diese Auffassung hat Eingang in viele Lehrbiicher gefunden, und 
JerTLER (1936) bezeichnet sie als , die zur Zeit am besten durchgearbeitete 
Theorie der Bewegung“. Es sind jedoch auch immer wieder Zweifel an 
hrer allgemeinen Giiltigkeit gedufert worden (PRINGSHEIM 1949). Und 
n der Tat machen auch neuere japanische Untersuchungen (Hosor 1951) 
vieder wahrscheinlich, da8 doch dem Schleim eine gréBere Rolle zu- 
yeschrieben werden muB (vgl. auch M. Harrmann 1953). 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Univer- 


itat Gottingen. 
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Wenn namlich ein Faden von Oscillatoria princeps Vauch. in einem Paraffin 51.4 
tropfen auf einer Agarhaut auf dem Deckglas mittels Mikromanipulatornadeln fe 
gehalten wurde, zeigte sich bei Beobachtung mit Phasenkontrastoptik und if 
Dunkelfeld, daB8 der Faden schraubig von Schleim umflossen wird. Gab Hosor d 
Faden frei, so schob er sich unter Rotation um die Langsachse vorwarts, wahret 


der Schleim.zuriickblieb. _ : re a 
In den nachstehenden Versuchen soll versucht werden, eine Ent- 
scheidung fiir eine der beiden hauptsichlichen Theorien herbeizufthren 


Da die Theorie der longitudinalen Kontraktionswellen ihre experimen’ 
Grundlage allein in den Uniricuschen Untersuchungen hat, muBten zunachst d 
Ergebnisse von UniricH, auBerdem aber auch die Versuche der Anhanger de 
, Schleimtheorie“‘ iiberpriift werden. Weiter schien es nétig, die Morphologie de 
Membran zu beriicksichtigen. Die gleitende Bewegung erfolgt bei den meiste 
Oscillatoriaceen bekanntlich unter gleichzeitiger Drehung um die Langsachse, wo be 
eine strenge Korrelation zwischen der Rotation und der Geschwindigkeit des Fad 
in der Bewegungsrichtung besteht. Bei den Nostocaceen findet dagegen keine sole 
Rotation statt, und es ist denkbar, da8 dies in einem Zusammenhang mit dem Ba 


a 


Membran nach Poren fiir die Schleimausscheidung gesucht werden. Obwohl Pur 
(1903) und Scumrp (1921) in den Langs- und Querwanden von Oscillatoria Po 
beschrieben haben, ist ihr Nachweis anderen nicht gelungen (MUHLDOoRF 1935, 19 
Uttricn 1926), so da8 ihr Vorhandensein umstritten ist. Diese morphologise 
Klarungen wurden mit dem Elektronenmikroskop angestrebt, zumal elektron 
mikroskopische Untersuchungen an Cyanophyceen bisher nur von BRINGMANN (1 
und 1951) und Frey-Wysstine u. Stucuer (1954) durchgefiihrt worden sind. 
gesehen von ,,Membranscheiden‘t zweier Lyngbya-Arten und einer Oscillatoria hi 

BRINGMANN sein Augenmerk jedoch in der Hauptsache auf die Inhaltsbestandte : 
der Zellen gerichtet, wihrend Frny-WyssLine u. StECHER den Feinbau des Nosto 
Schleimes untersucht haben. : 


I. Experimenteller Teil. 
A. Bewegungsuntersuchungen. » 


1. Vorbemerkungen zu der stereoskopischen Methode 
nach ULLRICH. 


Zunachst sei das Prinzip der Methode kurz erlautert. 


vollig gleiche Bilder. Die einzelnen Punkte der Gegenstande liegen nicht auf identi 
schen oder korrespondierenden Netzhautpunkten in beiden Augen. Trotz dies 
Ungleichheit konnen beide Bilder vereinigt werden. Es entsteht der Eindruck d 
‘raumlichen Ausdehnung des Gesehenen. Wenn man also zwei flachenhafte Bilder ein 
Gegenstandes von verschiedenen Standpunkten herstellt und bei der Betrachtung 
jedem Auge nur eines von ihnen bietet, so gewinnt man den kérperlichen Eindruck 
dieses Gegenstandes, sobald seine beiden Bilder miteinander verschmelzen. 
Fiir unsere Methode bedeutet dies: Zwei vollig gleiche Bilder erscheinen bei 
Betrachtung mit dem Stereoskop eben. Sobald jedoch auf einem der beiden Bilder 
eine Verschiebung von Punkten oder Linien gegeneinander erfolgt ist, treten dies 
Veranderungen im stereoskopischen Bild réumlich hervor. Sind also an sich be 
wegenden Oscillatorien irgendwelche Abstandsanderungen der Querwinde unter- 
einander auf zwei aufeinanderfolgenden Bildern eines Filmstreifens vorhanden, § 
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fcheinen bei stereoskopischer Betrachtung die Querwande in verschiedenen Raum- 
iefen zu liegen. Der Grad des réumlichen Eindruckes hangt von dem Grad der Ver- 
}nderung der jeweiligen Querwandabstande ab. Somit hatte man grundsatzlich eine 
Methode, um etwa am Faden ablaufende Kontraktionsvorginge durch stereo- 
}kopische Beobachtung auswerten zu kénnen. Es ist aber noch zu bedenken, da8B 
aumliche Eindriicke erst auftreten, wenn die Disparation mehr als 7 Bogenminuten 
betragt (BRECHER 1942). Das ist darauf zuriickzufiihren, daB ein bestimmter Netz- 
hautpunkt in dem einen Auge nicht nur einem bestimmten Punkte in dem anderen 
Auge zugeordnet ist, sondern einem gewissen Bezirk um diese Stelle herum. Solange 
ie Abbildung eines Punktes innerhalb dieser einander zugeordneten Empfindungs- 
bder Verschmelzungskreise erfolgt, ist binokulares Einfachsehen méglich. 


2. Untersuchungsergebnisse. 


a) Filmaufnahmen. 


Zwei sich bewegende Faden von Oscillatoria sancta wurden mit der Bildfrequenz 
von 4/sec gefilmt (die auch ULLRIcH benutzt hat), und zwar der eine bei Hellfeld- 
eleuchtung, der zweite im Phasenkontrastbild!. Aus den beiden Filmstreifen 
vurden je 16 aufeinanderfolgende Bilder vergréBert und hiervon je zwei aufeinander- 
folgende eines Streifens mit einem Stereoskop betrachtet. Dabei ergab sich in keinem 
alle ein Tiefeneindruck am Faden, was mehrere unbefangene Beobachter be- 
statigten. 
Um jedoch irgendwelche zufallig begangenen Fehler méglichst auszuschlieBen, 
wurden einige Zeit spater noch einmal Filmaufnahmen gemacht”. Dabei wurde mit 
verbesserten optischen Mitteln gearbeitet, und auBerdem wurde auch noch Oscilla- 
oria tenuis aufgenommen. Drei Faden von Oscillatoria sancta wurden mit einer 
Aufnahmefrequenz von 8 Bildern je Sekunde bei Phako-Immersions-Optik und 
einem AbbildungsmaBstab von 360:1 gefilmt, wihrend die Aufnahmen eines Fadens 
von Oscillatoria tenuis bei der gleichen Bildfrequenz und demselben AbbildungsmaB- 
stab und Olimmersion, aber im Dunkelfeld, gemacht wurden. 


Gerade diese letzteren Aufnahmen von Osc. tenuis lieferten besonders 
brauchbare Bilder. Im Dunkelfeld leuchteten nimlich nur unmittelbar 
den Zellquerwanden anliegende kleine Zellinhaltskérperchen auf, die es 
gestatteten, hinterher eine genaue Auswertung vorzunehmen. 


Die Auswertung des Filmmaterials geschah auf verschiedene Weise: 


a) Oscillatoria tenuis. Von den Filmbildern wurden Abziige bei 7 facher 
VergroBerung hergestellt, auf Karton geklebt und daran die Langsdurch- 
messer mehrerer aneinandergrenzender Zellen mit einem Stechzirkel ab- 
gemessen. Die Messungen wurden mit zeitlichen Absténden 4mal wieder- 
holt und der Mittelwert der 5 Messungen fiir jede Zelle errechnet. 


1 Diese Aufnahmen konnten in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Micuet bei der 
Firma Zei8-Winkel in Géttingen gemacht werden. Hierfiir méchte ich der Firma 
ZeiB-Winkel und Herrn Dr. Micuzt an dieser Stelle noch einmal meinen verbind- 
lichsten Dank aussprechen. 

2 Diese Aufnahmegruppe wurde im Institut fiir den Wissenschaftlichen Film in 
Gottingen gemacht. Dem Direktor des Instituts, Herrn Dr. Wotr, sowie Herrn 
Hnysr danke ich fiir das giitige Entgegenkommen und ihre freundliche Unter- 
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‘Dabei wurde einmal ein Abschnitt des Filmstreifens ausgewertet, bei dem der: 
Faden wahrend der Vorwartsbewegung normale Rotation zeigte. Die Rotatior 
geschwindigkeit betrug etwa 6—10° je Sekunde. In einer zweiten MeBserie fand eini 
Abschnitt Beriicksichtigung, auf dem die Rotation nur sehr schwach zu erkenneni 
war. Obwohl dieser Zustand sicher als unnormal anzusehen ist und durch Hemmun-} 


gen irgendwelcher Art entstanden sein mu8 (wofiir die vielfach in direkter Betrach-| 


tung gemachte Beobachtung spricht, daB ein Faden meist nach einer Bewegung oh 
wahrnehmbare Rotation plétzlich eine ruckartige Drehung um einen grodfe: 
Winkel macht), so wurde doch der Vollstandigkeit halber auch diese Messung at 
gefiihrt. 

Das Ergebnis einer Messung an einer Zelle ist in der Tab. 1 zusammen- 
gestellt. Diese Tabelle eriibrigt das Anfiihren auch der iibrigen Zel 
messungen; denn aus ihr geht hervor, daB der Lingsdurchmesser d 
Zelle sich nicht meBbar verinderte. Bei allen anderen Messungen a 
anderen Zellen war es ebenso. Simtliche erhaltenen Mittelwerte lage 
immer im Fehlerbereich der Einzelmessungen. Wenn Veranderungen tat 
sichlich aufgetreten sein sollten, miissen sie entschieden kleiner sein al 
1% des Lingsdurchmessers der Zellen. 


Tabelle 1. Gemessene Abstdnde der beiden Querwinde einer Zelle in Millimetern. 


Mittelwert 

13,7 13,6. 13,7 : 
2 | 13,6 13,6 13,8 13,7 13,6 13,66 
Bae a ER 13,6 13,6 * | 13,9 13,6 13,68 
Bi Weak yy 13,8 13,6 13,7 13,7 13,70 
5 | 13,9 13,8 13,6 13,7 13,7 13,74 
peel Gea 13,8 13,6 13,6 13,9 13,72 
Zi plan 3.6 13,6 13,8 13,7 13,7. | 13,68 
A ME 13,7 13,8 13.7 13,6 13,72 
| alas 13,7 13,9 13,7 13,6 13,72 
14 | 13,6 13,8 13,7 13,8 13,8 13,74 
16. G37 13,8 13,8 13,9 13,7 13,78 

1a 127 13,8 13,9 13,7 13,7 13,76 

20) 13,6" ae 13,8 13,8 13,7 13,70 7 

245° 1518,8 13,8 13,6 13,7 13,7 13,72. # 
een ee 13,7 13,7 13,8 13,8 13,74 
B2.). | 5618:8 al iekions 13,6 13,8 13;7° “yoye 3,70 


Nun wurde fiir die stereoskopische Auswertung noch eine Serie von 
Abziigen hergestellt, die nur dreifach vergréBert waren. Je zwei im Film 
aufeinanderfolgende Bilder wurden mit einem Stereoskop betrachtet. Di 
Auswertung ergab jedoch keine Anzeichen von Langenverinderungen der 
Zellen, auch nicht, wenn man durch Auslassen eines oder mehrerer Film- 
bilder den Zeitabstand der Aufnahme zwischen den beiden im Stereosko 
betrachteten Bildern auf 1/, oder gar 1/, sec vergréBerte. Dieser negative 
Befund wurde mir wiederum von einer mit optischen Methoden ver 
trauten und im Sehen geschulten Person bestiitigt. 


B) Oscillatoria sancta. Wie bei Oscillatoria 
murs wurden die Querwandabstinde von 
len an aufeinanderfolgenden Bildern 
sgemessen. .Die Einzelmessungen waren 
folge der geringeren Schirfe der Kon- 
ren etwas ungenauer. Veranderungen der 
uerwandabstande konnten nur an einem 
lativ kurzen Abschnitt des Filmstreifens 
achgewiesen werden. Es lieB sich jedoch 
igen, da diese Veranderungen nicht 
urch Kontraktionen der Zellen hervor- 
erufen wurden. Das mag an der Abb. 1 
lautert werden, in der 14 Bilder in der 
eihenfolgeihrerAufnahme untereinander- 
ebracht sind. Dabei sieht man, wie die 
uerwinde, z. B. an der mit einem Pfeil 
arkierten Stelle, deutlich sichtbare Ab- 
tandsinderungen aufweisen. Personen, 
enen ich diese Bilder vorlegte, meinten 
unichst, das seien deutlich wahrnehm- 
are Kontraktionen. Tatsachlich beruht 
ber diese Erscheinung auf optischen Man- 
yeln, namlich darauf, da der Faden 
vahrend der aufeinanderfolgenden Auf- 
1ahmen seine Héhenlage im Praparat ver- 
inderte, so daB bei Nichtnachstellung der 
Tiefenscharfe ein anderer Querschnitt des 
fadens abgebildet wurde. 


Das ging aus der Betrachtung des Films an 
ler Leinwand oder am Schneidetisch bei normaler 
Jorfiihrungsgeschwindigkeit eindeutig hervor; 
ber auch an Abb. 1 kann man es feststellen, 
venn man die Scharfe der ersten Querwande 
nm der Spitze oder aber des ganzen Fadens 
etrachtet. Es verandert sich jeweils die Scharfe 
nit der Anderung der Querwandabstande am 
veiter hinten gelegenen Fadenabschnitt. Er- 
cheinen z. B. auf dem ersten Bild die ersten 
Juerwande an der Spitze des Fadens oder aber 
uch der Fadenrand (am deutlichsten wohl 
m Fadenende zu sehen) scharf, so andert sich 
lies mit Zunehmen des Abstandes der beiden 


bb. 1. Oscillatoria sancta. 14 Aufnahmen eines Fadens in 
inem Zeitabstand von 1/, sec von Bild zu Bild. Phako, 
Olimmersion. Vergr. etwa 650fach. 
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Querwandkonturen, die mit einem Pfeil markiert sind. Die Unscharfe nimmt vo 


dem Abnehmen des Querwandabstandes an der bezeichneten Stelle, um bein 
zwolften Bild erneut geringer zu werden. 

Hier kénnten leicht Kontraktionswellen vorgetéuscht werden, die in 
Wirklichkeit also zuriickgehen auf Fehler in der Abbildung oder Beob. 


fiir einen méglichen Irrtum. Auch am normal bewegten Faden mu 
vorsichtig mit der Deutung auf Kontraktionen sein. 


zueinander und senkrecht zur Drehungsrichtung des Fadens angeordnet sind, eix 
Verschiebung der Querwandabstinde. Wie leicht kénnten auch auf diese Wei 
Kontraktionen vorgetéuscht werden! : 

Wenn sich aber an allen 4 Filmstreifen keine Kontraktionswellen nach- 
weisen lieBen und wenn im tbrigen auch sonst bei direkten mikrosko Di- 
schen Beobachtungen von sowohl langsamen als auch sehr schnellen 
Fadenbewegungen (5 yu/sec!) niemals Anzeichen vorhanden waren, die a uf 
Kontraktionsvorgainge bei Bewegungen hatten hinweisen konnen, bleib 
nur der Schlu8: Kontraktionsvorginge kénnen nicht die normale Ursache 
der gleitenden Bewegung der Oscillatorien sein. 


b) Beobachtung suspendierter Carminteilchen in der Umgebung 
kriechender Cyanophyceen. 


Die nachstehend geschilderten Versuche gehen zuriick auf die Untersuchungé 
von CoRRENS (1897) sowie die Beobachtungen von Hosot (1951). Oscillatorien 


wahrend langerer Zeit beobachtet. Ein Teil der Carminpartikelchen blieb an de 
Faden haften und zeigte wihrend der Bewegung des Fadens, an dem sie hafteten, 
verschiedenartiges Verlagerungsverhalten. Aus der Fiille solcher, seit ihrer E 
deckung durch CorreENs ganz in den Hintergrund getretenen Beobachtungen sei 
einige besonders charakteristische herausgegriffen. 


Beobachtung 1. Kin Faden von Osc. sancta von ungefaihr 350 « Lin 
befand sich zu Beginn der Beobachtung im Gesichtsfeld in schwachi 
Bewegung (0,5 /sec)' unter Linksdrehung um die Lingsachse. An dem 
Faden hafteten an seiner ganzen Lange Carminpartikelchen (im folgenden 


* Alle im folgenden angegebenen Geschwindigkeiten sind zu verstehen als 


wegungen gegentiber der Skala des MeBokulars (keine Relativbewegungen Fader 
Carminpartikel!).” _ 
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mer nur mit CP bezeichnet) verschiedener GroBe, deren unterschied- 
iches Bewegungsverhalten in Abb. 2 schematisch dargestellt ist (in 
irklichkeit waren mehr Partikelchen zu sehen). Es bedeuten (ebenso bei 
Ilen folgenden Skizzen): 


Ein dicker Pfeil vor dem Fadenende: Richtung der Bewegung des ganzen Fadens, 
ie Lange des Pfeils soll die GréBe der Geschwindigkeit angeben. Ein Kreis mit Pfeil 
or dem dicken Pfeil zeigt die Richtung der Rotation wahrend der Bewegung an 
Hinterseite des Rotationskreises punktiert) ; 


Punkte neben dem Faden: Haftende CP, die ihre Lage im Gesichtsfeld gegen- 
iber der Skala des MeBokulars nicht verandern (sie liegen natiirlich nicht nur seit- 
ich am Faden, sondern kénnen auch an jeder Stelle der Ober- und Unterseite vor- 
ommen); 


“ 
U 
1 
1 
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Abb. 2. Schematische Darstellung des Bewegungsverhaltens einer Oscillatoria in einer Suspension von 


Carmin in Wasser sowie des Verlagerungsverhaltens am Faden haftender Carminpartikelchen. 
Nahere Erklarungen im Text. 


Punkte neben dem Faden mit Pfeil: Haftende CP, die sich im Gesichtsfeld in 
Richtung des Pfeiles bewegen (Lage wie im vorstehenden Satz) ; 


Punkte auf dem Faden (nur in Abb. 7 und 9!): Haftende CP, die von dem sich 
bewegenden Faden passiv mitgefiihrt werden; sie veraéndern wohl ihre Lage im 
Gesichtsfeld, aber nicht in bezug auf den Faden. 


In der der Abb. 2 zugrunde liegenden Beobachtung blieben die CP am 
vorderen Abschnitt a an Ort und Stelle liegen, waihrend der Faden sich 
vorwarts schob; am mittleren Abschnitt 6 hingegen bewegten sich die 
CP entgegen der Bewegungsrichtung des Fadens, und zwar auf einer links- 
gewundenen Schraubenlinie. Die Geschwindigkeit der CP in diesem Ab- 
schnitt betrug zwischen 0,3 und 0,8 u/sec. Am hinteren Fadenabschnitt 
c war die Bewegungsrichtung der CP die gleiche wie die des Fadens. Die 
Partikelchen bewegten sich auf einer linksgewundenen Schraubenlinie, 
jedoch mit einer Geschwindigkeit (zwischen 0,7 und 1,1 /sec), die groBer 
war als die Geschwindigkeit des bewegten Fadens. An der Stelle D trafen 
somit zwei Partikelstroéme aufeinander; dies fiihrte hier zu einer Zu- 
sammenballung von CP. Der ringformige Ballen verainderte seine Lage im 
Gesichtsfeld nicht. Die Fadenbewegung nahm aber langsam zu, die Zone c 
wurde kleiner und der Faden kroch aus der ringférmigen Zone D heraus. 
Ungefiahr eine Minute nachdem der Faden den Ballen D hinter sich ge- 
lassen hatte, betrug seine Geschwindigkeit 1,4 y/sec. Am gesamten Faden 
blieb die Mehrzahl der CP an Ort und Stelle im Gesichtsfeld liegen, Nur 
einige bewegten sich schwach entgegen der Bewegungsrichtung des 
Fadens wie vorher im Abschnitt 0. 
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Beobachtung 2. Ein Faden von Osc. sancta wurde ungefahr eine Viertel- - 
stunde beobachtet. Das Verhalten der haftenden CP ist fiir 3 Zeitabstand j 
von etwa 5 min schematisch in Abb. 3 dargestellt. 

1. Zu Beginn der Beobachtung bewegte sich der Faden nur schwach (0,4 /sec e). 


Die CP am vorderen Abschnitt a zeigten eine riicklaufige Bewegung gegen a Ended 
Am kleineren hinteren Fadenabschnitt 6 eilten die CP der Bewegung des Faden S| 


a C b 
{i— 1 
O4usec" f 
Ore ee 
(ea eee 3 


Abb. 3. Wie Abb. 2. 


voraus. An der mit C bezeichneten Stelle des Fadens kam es daher zu einer ring- 
foérmigen Anhaufung von CP. — 2. Nach 5 min hatte sich der Abschnitt a auf 
Kosten von 6 erheblich vergroBert, der Faden war dabei weiter nach links gekrochen, 
Der ringférmige Carminballen veranderte seine Lage im Gesichtsfeld nicht. Di 
Bewegungsgeschwindigkeit des Fadens hatte zugenommen (0,8—0,9 j/sec). 
3. Weitere 5 min spiter hatte der bewegte Faden den Carminringballen hinter sic 
zuriickgelassen. Die Bewegung des Fadens war auf 1,5 u/sec angestiegen. Die C 
lagen nun meist unbewegt oder zeigten zeitweise, allerdings nur geringe, Ver- 
schiebungen entgegen der Bewegungsrichtung des Fadens. 


Beobachtung 3 (Abb. 4). Bin 450 u langer Faden A von Osc. sancta be 
wegte sich mit einer Geschwindigkeit von 1,2 u/sec. Ein groBer Teil der ai 
ihm haftenden CP lag unbeweglich, ein anderer geringerer Teil am vor 


SOL 
in 30 Sec 


Abb. 4. Wie Abb. 2. 


deren Abschnitt des Fadens wurde von dem Faden mit seiner Eigen- 
geschwindigkeit mitgenommen. Der Weg dieser CP war eine links- 
gewundene Schraubenlinie von der Ganghdhe von ungefahr 50 pu. Das 
heiBt, der Faden drehte sich in etwa 40 sec um 360°, in einer Sekunde’ also 
um etwa 9°. 

Wihrend der Bewegung des Fadens A schob sich iiber dessen hinteres 
Ende ein anderer Faden B, wie in Abb. 4 schematisch angedeutet ist. 
Hierdurch wurde A so fest gegen den Objekttriger gepreBt, daB seine 
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ortbewegung verhindert wurde. Auch B kam zum Stillstand. Nun be- 
nnen die haftenden und vorher unbewegten CP am Faden A sich ent- 
gen der urspriinglichen Bewegungsrichtung des Fadens in Bewegung zu 
tzen. Die Geschwindigkeit der Partikel schwankte abschnittsweise 
ischen 1,8 «/sec (die Mehrzahl der Partikel) und 1 /sec. Der Weg der 
P war eine linksgewundene Schraube. An einem CP wurde der Weg fiir 
Schraubengiinge messend verfolgt. Dabei ergaben sich fiir die Gang- 
éhe im Durchschnitt etwa 50. Die Zeit, wihrend der das CP die 
Schraubenginge zuricklegte, betrug 90 sec. Fiir einen Schraubengang 
‘urde also 14 min bendtigt. 


b A @ 72sec! 
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Abb. 5. Wie Abb. 2. 


Durch vorsichtige Zugabe von etwas Wasser unter das Deckglas gelang 
8, die beiden Faden wieder voneinander zu trennen. Sie setzten sich 
vieder in Bewegung, A in der alten Richtung, und zwar schon nach 10sec, 
B in der entgegengesetzten Richtung nach 14 min. Die CP am Faden A 
agen nun in der Mehrzahl wieder an Ort und Stelle fest. An Faden B 
vurde das Verhalten der CP nicht beobachtet. 


Beobachtung 4 (Abb. 5). Ein Faden von Osc. sancta bewegte sich mit 
iner Geschwindigkeit von 1,2 y/sec. Die Linge des Fadens betrug un- 
efahr 350 u. Haftende CP zeigten keine nennenswerten Ortsverande- 
ungen. 2 min nach Beginn der Beobachtung stief der Faden gegen zwei 
ast senkrecht zu ihm sich bewegende Faden B und C; dadurch wurde er 
n seiner Bewegung behindert und kam zum Stillstand. Jetzt begannen 
lie vorher unbewegten, haftenden CP sich entgegen der Bewegungs- 
ichtung des Fadens auf einer Schraubenlinie nach riickwarts zu bewegen 
Abb. 5,). Durch die sich etwas gegen A bewegenden Faden B und @ 
vurde nun A mehrere Male in Zeitabstinden von 10 sec um jeweils die 
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Lange von etwa 5 w ruckweise in Richtung 6 zuriickgetrieben. Nach de y 
vierten Ruck war das Fadenende a von A wieder freigeworden (Abb. 5s), 
Die Faden B und C bewegten sich etwas oberhalb von a an A vorbei. Ani 
A war aber mittlerweile die Bewegung der CP zum Stillstand gekommen.! 
Wo schwache Verschiebungen der haftenden CP an dem ruhenden Faden: 
auftraten, waren sie ganz unregelmaBig. Das dauerte etwa 5 min. 
Dann aber konnte beobachtet werden, wie an dem Ende 6 im Abstand 
von ungefihr 50—70 yu von der Spitze einige CP begannen, sich gegen a au! 
verschieben. Die Zone dieser Partikelbewegung breitete sich immer mehr 
aus, und ab und zu wurden kleine ruckartige Bewegungen des Fadens 
festgestellt, ohne da sich eine Vorzugsrichtung erkennen lie8. 10 mini 
nach Beginn der Beobachtung begann der ganze Faden, sich in Richtung 6: 


folgendermaBen: Von a bisc bewegten:sie sich alle gleichsinnig auf emer 
linksgewundenen Schraube von a—c mit einer Geschwindigkeit, | 
zwischen 0,6 und 1 u/sec lag. An dem Fadenabschnitt von 6 bis c war nur 
eine schwache Bewegung der CP zu bemerken, und zwar von b—c. An 
der mit c bezeichneten Stelle kam es zu einer Zusammenballung von OP. 


Der Faden schob sich mit einer Geschwindigkeit von zunichst 0,8 ju/sec 
in Richtung gegen a. Die Geschwindigkeit wurde auch nur sehr langsam 
etwas groBer; nachdem das Ende a den Ballen hinter sich gelassen hatte 
(Abb. 5;), wuchs die Geschwindigkeit auf 1,7 u/sec an. Die CP lagen nun 
am bewegten Faden meist unbewegt oder zeigten in wenigen Fallen Be 
ringe Bewegung gegen b. *» 


Beobachtung 5 (Abb. 6). Ein Osc. sancta-Faden bewegte sich 

2,1 y/sec durchs Gesichtsfeld. Haftende CP blieben mit der Zeit hinter 
dem Faden zuriick und lieBen die Kriechspur des Fadens deutlich er- 
kennen (Abb. 6,). Bei einer Seitwartsdrehung des Fadens machten auch 
die auf der Kriechspur hinter dem Faden zuriickgebliebenen CP die Seit- 
wartsbewegung mit, soweit sie in der Nahe des Fadenendes lagen 
(Abb. 6,). Eine Scheide war nicht sichtbar, auch konnte bei der ge- 
wohnlichen Hellfeldbeleuchtung, bei der die Beobachtungen gemacht 
wurden, kein Schleim erkannt werden. Trotzdem muB8 man aber at 

Grund dieser Beobachtung schlieBen, daB ein Zusammenhang zwischet 
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en Partikeln bestanden hat, wofiir wohl eine ausgeschiedene Substanz 
ngenommen werden muB. 

Beobachtung 6 (Abb.7). Ein etwa 350 « langer Faden von Osc. tenuis 
g zunichst unbeweglich im Gesichtsfeld. Haftende CP zeigten schwache 
ngeordnete Bewegungen. Auch 5 min spiater war noch keine Kriech- 
ewegung an ihm festzustellen; aber die CP bewegten sich jetzt, zum 
eil mit einer Geschwindigkeit von 2 «/sec; die Richtung der Partikel- 
ewegung war abschnittsweise verschieden, wie aus der Abb.7 zu er- 
ehen ist. 

J, An einem kleineren Abschnitt bewegten sie sich in Richtung auf das Fadenendea 
1 in Abb. 7), wahrend ihre Bewegung an einem groBeren Abschnitt gegen das Faden- 


| mde 6 zu verlief. Dazwischen lag eine Zone, von der sich keine gerichtete Partikel- 
: : 


ca Z Z Sei 


Abb. 7. Wie Abb. 2. 


bewegung angeben lie8. An den beiden Fadenenden hatten sich CP zu kleinen 
Ballen angehauft. — 2. 2 min spiter setzte sich der Faden langsam nach links 
in Bewegung (2). Die Partikelbewegung bei a war nur noch schwach. — Die Ge- 
schwindigkeit des Fadens nahm zu und erreichte nach 2 min 1,7 y/sec. Mit Zunahme 
der Fadengeschwindigkeit nahm dann auch die Partikelbewegung bei 6 ab. Der 
hintere Ringballen war bald nach dem Einsetzen der Bewegung hinter dem Faden 
liegengeblieben, wahrend der vordere von dem bewegten Faden allmahlich durch- 
krochen wurde, ohne daB sich dabei die Lage des Ballens im Gesichtsfeld wesentlich 
veranderte. — 3. Bei Aufgabe der Beobachtung (3 min spater) lagen die CP am 
ganzen Faden meist unbewegt im Gesichtsfeld (3), wahrend der Faden sich mit 
einer Geschwindigkeit von 1,9 «/sec nach links bewegte. 


Beobachtung 7 (Abb. 8). Der Faden A einer Oscillatoria, die mit Osc. 
sancta zusammen von Blumentépfen aus dem Tropenhaus des Botani- 
schen Gartens gesammelt worden war, bewegte sich mit 1,5 j/sec unter 
Rechtsdrehung um die Lingsachse (CP unbeweglich) und stieB dabei auf 
einen schrag von vorn kommenden Faden B von Osc. sancta (Abb. 8,). 
Die Bewegung von 4 kam zum Stillstand, wahrend der Faden B sich 


weiterbewegte. 

Als die Bewegung von A gestoppt wurde (Abb. 8,), begannen sich die bis dahin 
ruhenden CP auf einer rechtsgewundenen Schraube entgegen der urspriinglichen 
Bewegungsrichtung des Fadens zu bewegen. Thre Geschwindigkeit (geschatzt) war 
etwa die gleiche wie die bei der vorhergegangenen Bewegung des gesamten Fadens. 
Dadurch, daB der stérende Faden von Osc. sancta sich bestandig weiterschob, wurde 
die Spitze a des Fadens A zuriickgebogen. Nach kurz dauernder Durchbiegung des 
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Fadens A an seinem Vorderende a erfolgte ein Ruck des Hinterendes 6 um etwa 
20—25 yw nach riickwarts unter gleichzeitiger geringer Seitwartsdrehung des Fadeng, 
Durch diesen Ruck kam der Faden A von B los. Er lag noch etwa 2 min unbewegli 
Auch die CP lagen zunachst unbewegt (Abb. 8,). Nach 1 min aber begannen ein 
CP sich ganz schwach in Richtung auf a zu bewegen (8,). 1 min spater setzte sich der 
ganze Faden entgegen der alten Richtung in Bewegung und hatte bereits nach 
2 weiteren Minuten die Geschwindigkeit von 1,8 «/sec erreicht; die CP auf ihm 
zeigten keine Bewegung (8;). 


| 


Abb. 8. Wie Abb. 2. 


Beobachtung 8. Ein Faden von Osc. spec. und die an ihm haftenden © P 
machten wahrend 10 min die in Abb.9 dargestellten Bewegungen. 


J. Am Faden, der sich in Richtung des dicken Pfeiles bewegte, waren zunachst 
3 Zonen von Partikelstromen zu erkennen. Am vorderen Abschnitt @ zeigten die CF 
keine Bewegung im Gesichtsfeld, wihrend sie sich auf einer breiten Zone b entgeger 
der Fadenbewegung verschoben. Am hinteren Abschnitt ¢ eilten die CP der Be 
wegung des Fadens voraus; dadurch kam es zwischen 6 und c zu einer Anhaufung 
von Carminkérnchen. — 2. Die Zone c ist kleiner geworden. Am Abschnitt a werden 
einige Partikelchen von dem bewegten Faden passiv mitgefiihrt (Punkt oben auf 
dem Faden!). — 3. Zone c ist verschwunden, der Carminballen liegt am Fadenende 
Am Abschnitt @ machen sich CP bemerkbar, die der Bewegung des Fadens voraus 
eilen. — 4, Am Abschnitt a zeigen alle CP eine vorauseilende Bewegung. Der Ab. 
schnitt 6 ist kleiner, die Geschwindigkeit des Fadens ebenfalls geringer geworden. — 
5. Der Faden besitzt keine Eigenbewegung mehr, Die Abschnitte a und b mii 
entgegengesetzten Partikelstrémen sind etwa gleich groB. — 6. Der Faden be: 
findet sich immer noch in Ruhe. Abschnitt a ist auf Kosten von b angewachsen. An 
den Enden ist es zur Ansammlung von CP gekommen. Der Ballen am Ende a ist 
groBer. Der mittlere Fadenabschnitt wird durch standiges Fortstromen zu den Enden 
immer mehr frei von CP. — 7, Der Faden hat sich in Richtung nach 6 in Bewegung 
gesetzt. — 5. Die Geschwindigkeit ist auf 0,8 u/sec angewachsen. Haftende OP 
lassen sich nur noch am Abschnitt a verfolgen. Sie zeigen schwach riicklaufige Be- 
wegung gegen das hintere Ende des Fadens. 


D 
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Wahrend sich der Faden in Ruhe befand (8,), wurde die Bewegung eines CP ver- 
let. Das Partikel bewegte sich auf einer linksgewundenen Schraubenlinie von einer 
aa von 53 wu. Die Zeit, die fiir eine Schraubenwindung bendétigt wurde, betrug 

sec. 


Beobachtung 9. Kin Oscillatoria-Faden kroch mit aus unbekannten 
inden nur sehr langsamer Bewegung durch das Gesichtsfeld. Die CP an 
siner Oberflache zeigten eine schwache gegenliufige Bewegung sowohl 
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Abb. 9. Wie Abb. 2. 


insichtlich der Richtung der Vorwartsbewegung wie der Rotation des 
fadens. Mit allmahlicher Zunahme der Fadengeschwindigkeit wurde die 
3ewegung der CP geringer. 

Beobachtung 10. Hin kurzer Faden von Osc. spec. von nur 40 w Lange bewegte 
ich mit einer Geschwindigkeit von 0,4 u/sec in Richtung auf emen querliegenden 
‘aden; die CP zeigten keine Bewegung. Beim AnstoBen an den Faden kam die Be- 
vegung des Hormogoniums zum Stillstand. Haftende CP setzten sich nun nach 
iickwarts in Bewegung auf einer linksgewundenen Schraube. Die Geschwindigkeit 
ler CP wurde nicht gemessen, da die Partikel sehr bald vom Faden abgestreift 
varen; doch entsprach sie schatzungsweise der Geschwindigkeit des Fadens bei 
einer Higenbewegung. 

Beobachtung 11 an Nostocaceen (Hormogonien von Nostoc punctiforme 
ind in Bewegung befindliche Faden von Oylindrospermum spec.). 

An Nostoc punctiforme konnten nur die Feststellungen Harpers (1918) 
vestitigt werden, daB trotz lebhafter Bewegung der Hormogonien in der 


Regel keinerlei Partikelchen haften. 
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In einem Falle zeigte ein kleines Teilchen eine schwach riicklaufige Bewegung 
jedoch nicht durchgehend, sondern nur zeitweise, und ohne Drehung. Zwisc 
durch blieb es dann immer wieder an dem sich bewegenden Faden an Ort 
Stelle liegen. In einem anderen Falle wurde an dem hinteren Ende eines 
bewegenden Fadens ein gréBerer Ballen von CP, dessen Entstehung nicht b 
obachtet worden war, eine laingere Strecke mitgefiihrt. 


Auch bei Cylindrospermum dauerte es lange, bis Bewegungen haftende 
CP beobachtet wurden. An einem unbewegten Faden strémten CP 
dem vorderen Ende in etwa 30—40 uw Abstand von der Spitze zur Mi 
des Fadens. In der Mitte entstand mit der Zeit eine kleine Zusammen 
ballung von CP. Eine Bewegung des Fadens wurde innerhalb der nachs c 
10 min nicht festgestellt. Auch hérte die Bewegung der CP schon n 
wenigen Minuten auf. Zum Unterschied von den Bewegungen der CP ¢ 
Oscillatoria-Faden bewegten sich die CP bei Cylindrospermum auf eine 
Geraden an dem Faden entlang. Eine Bewegung auf einer Schraubenl 
wurde nicht beobachtet, auch in drei weiteren Fallen nicht, in denen 
schwache Strémung von CP an ruhenden Faden festgestellt wurde. Ani 
Bewegung befindlichen Fiden blieben die CP meist im Blickfeld wi 
bewegt liegen. 

Aus diesen und weiteren Beobachtungen ergibt sich, daB f olgen¢ C 
Korrelationen zwischen dem Bewegungsverhalten der Oy 
anophyceenfaden und den CP, die an der Oberflaiche solche 
Faden haften, bestehen. : . 


1. An einem sich bewegenden Faden zeigen haftende CP normaler- 
weise keine Ortsverainderungen. Wird aber der Faden mechanisch b 
hindert und dadurch seine Bewegung abgestoppt, so beginnen dieselh 
haftenden Partikelchen, die vorher im Gesichtsfeld unbewegt lagen, 
sich entgegen der urspriinglichen Bewegungsrichtung des Fadens 
Bewegung zu setzen. Die GréBe dieser Bewegung der CP entspric 
etwa der Geschwindigkeit des Fadens wihrend seiner ungehemmitg n 
Bewegung. ' 

2. An ein und demselben Faden kénnen die CP in einzelnen Ab- 
schnitten ein unterschiedliches Bewegungsverhalten zeigen. Aus dem 
Bewegungsverhalten der Partikelchen in den einzelnen raetepeete 
resultiert die Fadenbewegung in Richtung und GréBe. 


3. Das Bewegungsverhalten haftender OP kann sich an ein und dem= 
selben Abschnitt des Fadens mit der Zeit veriindern. Das kann zu Ver. 
anderungen in der Grofe der Abschnitte gleichen Bewegungsverhaltent 
von CP fiihren und damit gegebenenfalls eine Umkehr der Bewegungs: 

richtung des ganzen Fadens bewirken. 


4. Auf die sich aus den Beobachtungen ergebenden Schliisse fair der 
Bewegungsmechanismus der Cyanophyceen kommen wir unten zurick 


‘ie 


“ 
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B. Elektronenmikroskopische Untersuchungen! 
1. Material und Methode. 


Um mit Hilfe des Elektronenmikroskopes morphologische Studien und Membran- 
1tersuchungen an Cyanophyceen anstellen zu kénnen, mu man entweder A) Ab- 
‘icke von der Oberflache herstellen oder B) zur Reingewinnung der Membran alle 
ihaltsbestandteile der Zellen herauslésen. Beide Methoden wurden angewandt. 
ine direkte Durchstrahlung im Elektronenmikroskop ist bei der Dicke der Objekte 
cht méglich. 


Zu A: Herstellung von Oberflachenabdriicken. 


Als Untersuchungsobjekte bei der Herstellung von Oberflachenabdriicken dienten 
scillatoria sancta, Osc. chalybea, Osc. tenuis, Osc. formosa und Lyngbya spec. Dies 
nd Arten, die bei der Vorwartsbewegung um die Langsachse rotieren. AuBerdem 
urden Nostoc punctiforme, Anabaena cylindrica, A. catenula, A. variabilis, A. spec. 
ywie Pseudanabaena catenata untersucht, bei denen keine Rotation um die Langs- 
chse stattfindet. Osc. sancta wurde von Blumentépfen aus dem Tropenhaus des 
otanischen Gartens in Gottingen gesammelt, wahrend Nostoc punctiforme aus 
thizomen von Gunnera nach den Angaben von HaRDER (1917) isoliert wurde. Die 
brigen Arten stammen aus der Algensammlung von Professor PrinesHutm?. Die 
igen wurden sowohl in Flissigkeit als auch auf Nahragar in Petrischalen kultiviert. 


Wahrend die Oscillatoriaceen bekanntlich dauernd kriechen kénnen, sind die 
Tostocaceen meist nur in der Jugend beweglich. Deshalb wurden fiir die Abdriicke 
ur junge Kulturen von Anabaena verwandt, die noch bewegungsfahige Faden ent- 
ielten, sowie Hormogonien von Nostoc, die gerade aus Sporen ausgekeimt waren. 
Jm sie zu erhalten, wurden moglichst sterile Suspensionen von leicht gequetschten 
Jostocsporen hergestellt und auf Nahragar in Esmarchschalchen ausgestrichen (vgl. 
[aRDER 1917); die Esmarchschalchen wurden dann an einem Nordfenster im 
rbeitsraum bei 20—25° C aufgestellt. Nach 5—7 Tagen waren fast alle Sporen aus- 
ekeimt und die Agaroberfliche von kriechenden Hormogonien tiberzogen. — 
>seudanabaena catenata ist unter giinstigen Kulturbedingungen dauernd beweglich*. 
' Die Praparation des Algenmaterials fiir die elektronenmikroskopischen 
Jntersuchungen geschah auf zwei verschiedene Weisen. 

1. Von den Agarkulturen in Petrischalen wurden kleine Agarplattchen von etwa 
em? Flache und 1 mm Hohe an der Oberflache in der Petri-Schale herausgestochen 


1 Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden im 1. Physikalischen 
nstitut in Géttingen unter der damaligen Leitung von Herrn Prof. Dr. Pick be- 
onnen; im wesentlichen wurden sie dann aber im Physikalischen Institut der 
fechnischen Hochschule in Darmstadt durchgeftihrt. Herrn Prof. Dr. Kon1a danke 
ch herzlich fiir seine sehr wertvollen Anregungen und Ratschlage; auBerdem habe 
eh noch die Unterstiitzung durch Fraulein M. Knocu beim Arbeiten am Elektronen- 
nikroskop, insbesondere bei der Anwendung des Platinabdruckverfahrens auf 
sere Objekte, besonders dankend hervorzuheben. 

2 Fiir die Uberlassung der Arten sei Herrn Professor PRINGSHEIM auch an dieser 
Stelle noch einmal bestens gedankt. 

3 Die Eimordnung von Ps. cat. in das System ist noch umstritten. Man hatte 
riiher alle drei Arten dieser Gattung, namlich P. constricta, P. tenuis und P. cat., zu 
len Oscillatorien gestellt. Dann fand man aber bei P. constricta Heterocysten, was 
AnlaB dazu gab, diese Art den Nostocaceen zuzuordnen und sie Anabaena constricta 
“a nennen. Damit ist aber auch sehr fragwiirdig geworden, ob die beiden anderen 
Arten noch zu Recht zu den Oscillatorien gerechnet werden diirfen. 
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und auf einem Glasobjekttrager zum Eintrocknen gebracht. Ein Teil dieser Agar- 
plattchen mit den Algen wurde vorher noch in Fixierungsmittel gebracht und er | 
nach dem Fixieren und Auswaschen der Algen zum Eintrocknen auf die Glasobjekt- 
triger prapariert. Als Fixierungsmittel wurden benutzt 1. 96%iger Alkohe 
2. 4% iges Formalin oder 3. das Fixierungsgemisch nach PFEIFFER (gleiche Men; 
von 4%igem Formalin, Methanol und rektifiziertem Holzessig). 


2. Algen aus einer Suspension in Wasser wurden — zum Teil wiederum nach vor- 
hergegangener Fixierung in den erwahnten Fixierungsmitteln — auf Glasobjekt. 
trager gebracht, die mit einem diinnen trockenen Agarfilm tiberzogen waren. (D 
Agarfilm hat sich fiir das spaitere Ablésen der Abdruckhautchen von der Glasunte: 
lage als giinstig erwiesen.) ; 4 

Im Falle von Osc. chalybea waren die Faden in der Suspension vor ihrem Auf- 
bringen auf die Glasunterlage noch mit Ultraschall behandelt worden, und zwar 
etwa 1 min bei einer Ultraschalleistung von 15—20 Watt (bei 0,8 MHz). Hierdurch| 
zerbrachen oder zerrissen die Faden an ihren Querwanden in Bruchstiicke, die viel 
fach aus nur einer einzigen Zelle bestanden. Da sich solche einzelligen Bruchsti¢ 
bei der Préparation meist so ablagerten, daB ihre kreisférmige Bruchflache nas 
oben zeigte, gelang es, von solchen Flachen Abdriicke herzustellen. 


- 


In einem Falle wurden Faden von Osc. sancta nach dem Fixieren wahrend 3 8 
in eine 3% ige Wasserstoffperoxydlésung bei 50° C gebracht. Danach wurden sie 
der tiblichen Weise zur Herstellung von Abdriicken prapariert. 


Fiir die Herstellung von Oberflachenabdriicken wurden zwei Verfahren! 
angewendet: a) Das Kohleabdruckverfahren und b) ein neues Platinabdruckverfahren 
mit Hilfe der Kathodenzerstaiubung. a 

rn 


Zu a: Kohleabdruckverfahren. Die Herstellung diinner ,,Kohlehautchen“ 
Oberflachenabdriicke ist von K6n1a u. Hetwie (1951) ausfiihrlich beschrieben 
worden, so da hier nur das Wesentlichste wiedergegeben zu werden braucht. Das 
Prinzip der Methode ist folgendes: Kohlenwasserstoffdampfe bilden bei Ionen- oder 
Elektronenbeschu8 auf festen Unterlagen diinne Schichten aus Polymerisations- 
produkten verschiedener, durch den Beschu8 entstehender Kohlenwasserstoff- 
radikale. Diese Schichten sind in simtlichen bisher erprobten Lésungsmitteln un- 
léslich und wandeln sich beim Elektronenbeschu8 im Elektronenmikroskop im 
stabile Kohlefilme um. — Der Einfachheit halber sollen im folgenden aber bereits 
Hautchen aus den Polymerisationsprodukten als ,,Kohlehaute‘‘ bezeichnet werdet q 
Zur Herstellung von Kohlehéutchen wurde die Kathodenzerstaubungsapparatur 
nach Konig u. HeLwice benutzt. Zwischen zwei Aluminiumplatten als Hleteoen, 
deren Abstand 12—15 mm betrug, wurde eine Glimmentladung in einer Benzol- 
atmosphare hervorgerufen. Auf die als Anode geschaltete Aluminiumplatte wurden 
die mit der Kohlehaut zu versehenden sich auf den Glasobjekttragern befindend 
Praparate gebracht. Fiir die Dauer der Glimmentladung haben sich bei einer Spannu 
von 1000 V 3 min bei einem Strom von 9—12 mA als giinstig erwiesen. Nach H 
stellung der Kohlehautchen wurden die Algen zusammen mit dem Agar in halb- 
konzentrierter hei®er Schwefelsiure herausgelist. Die Kohlehautchen schwammen 
von der Glasunterlage an die Oberflache, wurden mit einem Glasspatel aufgefischt 
mehrmals in destilliertem Wasser gewaschen, auf die Objektblenden des Elektronen 


mikroskopes gebracht und schlieBlich zur Kontrasterhéhung mit Wolframo 
beschattet. 


* Zur naheren Orientierung sei auf die zusammenfassende Arbeit von KOnit 
(1953) hingewiesen. 
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Zu b: Platinabdriicke mit Hilfe der Kathodenzerstiiubung!. Von einem Platin- 
aht (1 mm @, 12 cm Linge) als Kathode wurde in einer Argonatmosphare mit 
ohlenwasserstoffzusatz in einer tiblichen Kathodenzerstiubungsapparatur Platin 
rstaubt. Als Anode diente wieder eine Al-Platte. Ihr Abstand von der Kathode 
trug etwa 10 mm. Auf diese Al-Platte wurden zu beiden Seiten lings des Drahtes 
ie zu bestaubenden Praparate gelegt. Somit erfolgte eine Schragbestaéubung einer 
erhaltnismafig groBen Flache. Bestaubt wurde 60 min lang bei einem Entladungs- 
rom von 0,3 mA und einer Spannung von 2,4—2,5 kV. AnschlieBend kamen die 
it in Kohle eingebautem Platin bestaiubten Praparate noch in die Apparatur zur 
erstellung von Kohlehautchen, in der sie zur Stabilisierung der ,,Platinhaut*‘ noch 
it einer diinnen Kohleschicht tiberzogen wurden. Diese Platinkohlehaut konnte nun 
heiBer halbkonzentrierter Schwefelsiure von der Glasunterlage heruntergelést 
erden, indem der Agar und die Algen in Lésung gingen. Die Hautchen wurden 
ehrfach in destilliertem Wasser gewaschen, auf die Objekttrager fiir das Hlektronen- 
nikroskop gebracht und im Elektronenmikroskop betrachtet. 


Zu B: Praparation der Membran zur Direktbetrachtung im Elektronenmikroskop. 


Fiir die Reingewinnung der Membran wurde mit Oscillatoria chalybea, Osc. sancta 
nd Osc. tenuis gearbeitet. Die Algen wurden in einem Morser zum Einfrieren ge- 
racht und darauf im gefrorenen Zustand im Morser zerrieben. Die dadurch ent, 
tandenen Fadenbruchstiicke wurden mit warmer konzentrierter Salpetersdure 
ibergossen. Dazu wurde etwas Kaliumchlorat gegeben. Nach kurzer, kraftiger 
Reaktion, erkennbar am lebhaften Aufbrausen und an der Warmeentwicklung, 
vurde das Gemisch verdiinnt, die Algen wurden abzentrifugiert und danach wieder 
n Wasser aufgeschwemmt. Das so behandelte Algenmaterial stellte farblose, durch- 
.cheinende Fadenbruchstiicke von etwa 5—10 Zellen dar. Die Zellen waren in der 
Regel jedoch noch nicht frei von jeglichen Inhaltsbestandteilen, wie sich einmal 
lurch Farbeversuche nachweisen lie8 und zum anderen durch die elektronenmikro- 
skopische Untersuchung bestatigt wurde. (Der geringste noch vorhandene Zellinhalt 
nacht sich sehr stérend fiir die Beobachtungen mit dem Elektronenmikroskop be- 
merkbar!) Deshalb wurden die Fadenbruchstiicke bei den spateren Versuchen mit 
Ultraschall (15—20 Watt, 0,8 MHz, 2 min) behandelt und noch einmal der chemi- 
‘chen Behandlung mit Salpeterséure und Kaliumchlorat unterworfen; dadurch 
vurden saubere Membranen von jeweils einer einzelnen Zelle erhalten. Sie waren in 
ler Regel ihrerseits in einen Langsmembranring und die Querwandscheiben zerfallen. 
Solche Membranen wurden nunnach mehrmaligem Waschen in destilliertem Wasser in 
sinem Wassertropfen mit einer Platinése auf die Objekttragerblenden des Elektronen- 
mikroskopes gebracht und nach Beschattung mit Thoriumfluorid oder in wenigen 
Fallen Wolframoxyd im Elektronenmikroskop betrachtet bzw. photographiert. 


2. Ergebnisse. 
a) Oberflichenabdriicke. 
Nach der Priparation der Algen fiir die Abdriicke, d. h. nach Fixierung 


and Eintrocknung der Faden, waren bei den gréBeren Formen, wie z. B. 
Asc. sancta, bereits lichtmikroskopisch an der Oberfliche Strukturen zu 


erkennen. 
Die Art der Fixierung hatte dabei keinen merklichen EinfluB auf die Ausbildung 


solcher Oberflachenstrukturen. Sie traten in gleicher Weise auf nach Fixierung der 
Faden in Formalin, Alkohol oder dem Pretrrer-Gemisch sowie bei Eintrocknung 


shne vorangegangene Fixierung. 


1M. Knocn u. H. Konte, Z. wiss. Mikrosk., z. Zt. im Druck. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 21. 
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Ein genaueres Bild von der Oberflache liefern die elektronenmikro-\ 

skopischen Aufnahmen?. t 
In Abb. 10a des Oberflachenabdrucks von Osc. sancta verlauft die Fadenachse 

im Bilde von oben nach unten. Die senkrecht zu dieser Achse gehenden et 


15 dunkleren Querstreifen sind die Angrenzungsstellen der Querwande des Fadens 
die Langswand. Die Oberflache ist regelmaBig aufgegliedert durch Eindellungen,, 


d e “ee 
Abb. 10. Oscillatoria sancta. a—c u. e elektronenoptische Aufnahme eines Kohleabdruckes von der 


Fadenoberfliche nach Schriigbedampfung mit Wolframoxyd. d Platinabdruck. a 3800fach, 63500 fach 
ec 5000fach, d 4000fach, e 12000fach. 


stets an einer Querwand enden und gegeniiber einer unten oder oben angrenzenden 
Delle etwas seitlich verschoben sind. — Deutlicher treten die langlichen Hin 
senkungen an der Oberflache bei der Abb. 10b hervor. 


Kine noch staérkere Auspragung der Oberflachenstruktur findet man in 
den Abb. 10¢ und d. In Abb. 10¢ wechseln an der Oberflache Wiilste und 
rinnenférmige Vertiefungen regelmaBig miteinander ab, und zwar so, dab 


1 Von den hier abgebildeten elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die 
Abb. 10a, 10b, 10c, 10e, lla, 11b, 12, 13a, 14b, 18a—c, 20b im 1. Physikalischen 
Institut in Gottingen aufgenommen. Alle iibrigen stammen aus dem Physikalischen 
Institut der Technischen Hochschule Darmstadt. Simtliche elektronenoptischen 
Abbildungen sind, wenn nichts anderes vermerkt ist, photographische Negative. 
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der Regel an den Zellgrenzen je ein Wulst und eine Rinne zusammen- 
fen. Im Prinzip ahnlich ist das Muster in Abb. 10d. An diese ver- 
iltnismaBig einheitlichen Bilder laBt sich noch die Abb. 10e anschlieBen 
enfalls von Osc. sancta); auch hier ist die Aufgliederung der Oberflache 
einzelne Felder deutlich, die meist gegeneinander verschoben sind, so 
8 schlieBlich immer die mit den Seiten aneinandergrenzenden Felder 
n Faden wie auf einer steilen Schraubenlinie umziehen. Bei den Feldern 
ndelt es sich in diesem Falle offensichtlich um vorgewolbte Flichen- 
abschnitte, die von rinnenformigen 
Vertiefungen umsiumt werden. In- 
nerhalb der Vertiefungen am Rande 
der Felder erhebt sich anscheinend 
noch ein schmaler Wulst, der sich 
tiber die Oberflache des Fadens wie 
ein Netz zu ziehen scheint. 


Abb. 12. Oscillatoria sancta. Oberfliiche eines Fadens 

nach dreistiindiger Behandlung mit verdiinntem 

Wasserstoffperoxyd. Kohleabdruck, mit Wolfram- 
oxyd schriigbedampft. Vergr. 7000fach. 


Abb. 11. 
scillatoria sancta, wie Abb. 10. Vergr. 2500fach. 


Ein scheinbar vollig anderes Oberflachenbild von Osc. sancta stellt Abb. 11a dar. 
fier weist der Faden an den Zellquerwanden eigenartige Verzahnungen oder 
chlangelungen auf. Worauf dieser Unterschied beruht, konnte nicht geklart 
verden. Lediglich einen Anhaltspunkt dafiir, da diese Erscheinung doch nicht 
twas vollig anderes darstellt, gibt Abb. 11 b. In ihr kann man an ein und demselben 
‘aden einen allmahlichen Ubergang finden von den Strukturen, wie sie z. B. in der 
‘bb. 10a oder 10c vorliegen und als normal bezeichnet werden sollen, zu den 
‘+rukturen wie in Abb.1la. Dabei lieB sich feststellen, daB die Strukturen um so 
yehr von den ,,normalen‘‘ abweichen, je naher sie zu der Spitze des Fadens lagen. 


An Faden, die vorher mit Wasserstoffperoxyd behandelt worden waren, 
var iiberhaupt keine regelmiBige Strukturierung der Oberfliche zu 
rkennen (Abb. 12). Man hat den Eindruck, als wire die Oberflache durch 


ie chemische Behandlung stark angegriffen. Die Behandlung mit 
24* 
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Kupferoxydammoniak dagegen hat keine feststellbare Abweichung dex 
Oberfliche von der ,,normalen“ ergeben. 

Ahnliche Lingsfalten wie bei Osc. sancta waren bei allen untersuchte 1 
Oscillatoriaceen an der Oberflache nachweisbar. Die RegelmaBigkeit wid 
bei Osc. sancta war jedoch nicht durchweg vorhanden. Wohl erkennt mar 
an einem Faden von Lyngbya spec. (Abb: 13a) noch eine verhaltniss 
miBig regelmiBige Musterbildung, und auch der Faden von Ose. tena 
(Abb. 13b) zeigt noch eine gewisse RegelmaBigkeit in der Abwechslung 


a b x c 


Abb. 13. a Lyngbya spec. Elektronenoptische Aufnahme eines Kohleabdruckes von der Oberfli 
nach Schriigbedampfung mit Wolframoxyd. Vergr. 7000fach. b Oscillatoria tenuis. Platinabdruck yo! 
der Oberfliiche. Vergr. 6700fach. e Lyngbya spec. wie b. Vergr. 4150fach. 


war aber keine ausgesprochene Gesetzmafigkeit in den Faltelungen au 
erkennen (Abb. 13¢). | 

Besonders interessant erschien es, auch die Nostocaceen zu untersuchen; 
es wire ja denkbar, dafB die an den Oscillatorien beobachteten Strukturen 
vielleicht mit der Rotation bei der Bewegung in Zusammenhang stehen 
konnten. Auch die untersuchten Nostocaceen zeigten aber durch 
Faltelungen, die in der Achsenrichtung des Fadens verliefen (Abb. 
bis c). Zu einer regelmaBigen Musterbildung kam es jedoch bei ihnen 
nicht. Anabaena variabilis wich dadurch etwas von den tibrigen Arten ab 
daf die Langsfaltungen meist weniger deutlich waren und vielmehr seh 
oft Hocker an der Oberfliche hervortraten, die — vielfach zu 4 — in det 
Mitte der Zelle angeordnet zu sein schienen. 

Kin ganz anderes Bild als die Oscillatoriaceen und Nostocaceen bo 
Pseudanabaena catenata (Abb. 15). Stiirkere Faltelungen wurden 
beobachtet. Nur an den Einschniirungsstellen zwischen zwei Zellen waren 
bisweilen kleine Falten sichtbar. Die Zellen waren relativ flach und a 
geplattet, und nur in der Achsenmitte der Faden zog sich durch de 
ganzen Faden hindurch ein Wulst, der stirker hervortrat. An diesem! 
Wulst wiederum ragten meist Hécker heraus, die einzeln in einer Zel 
oder zu zweit und dann vielfach an den Zellgrenzen gelegen waren, 
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AuBer bei Pseudanab. catenata befinden sich also an der Oberflache ein- 
trockneter Cyanophyceenfaden in der Regel Langsfaltelungen, und zwar 
eichgiiltig, ob vorher eine Fixierung der Faden erfolgt ist oder nicht. 
ur nach vorangegangener Behandlung der Faden mit verdiinntem 
asserstoffperoxyd blieb die Faltung aus. Uberraschenderweise konnte 
ber an Abdriicken von Fadenbruchstiicken von Osc. chalybea festgestellt 
erden, daf in derselben Suspension neben langsgefalteten Oberflaichen 
leche vorkamen, die die bezeichnenden Langsfalten nicht aufwiesen. 


bb.14. a Nostoc punctiforme. Platinabdruck von Hormogonien. s 
Tergr. 2800fach. b Anabaena cylindrica. Kohleabdruck von der Abb. 15. 
)berfliche junger Fiden. Schrigbedampfung mit Wolframoxyd. Pseudanabaena catenata. 
Tergr. 2500fach. ce Anabaena spec. Platinabdruck von der Ober- Platinabdruck. Vergr. 4500fach. 
fliiche eines jungen Fadens. Vergr. 4100fach. 
In Abb. 16a liegen zwei Fadenbruchstiicke, auf die man etwas schriag 
nlickt, so daB man die Querwandflachen mitbetrachtet, an denen die 
Zellen des Fadens durch Ultraschallbehandlung voneinander getrennt 
vorden sind. Das rechte Bruchstiick zeigt die itblichen Langsfaltelungen, 
jas linke ist dagegen véllig frei davon. Stattdessen zeigt dieses Stiick, das 
nur aus einer einzigen Zelle besteht, ein Muster, dessen Vorzugsrichtung 
parallel zu den Querwanden verlauft. Dies Nebeneinander der zwei ver- 
schiedenen Oberflachenstrukturen ist auch in Abb. 16b zu sehen. 


Hier liegen drei Bruchstiicke nebeneinander, und zwar eine Bruchflache in Auf- 
sicht, ein Bruchstiick, das aus zwei Zellen besteht, in Seitenansicht, sowie ein Bruch- 
stiick, das durch die Bildbegrenzung abgeschnitten ist, ebenfalls in Seitenansicht. 
Auch hier ist der Unterschied deutlich zwischen der langsgefalteten Oberflaiche des 
echten Bruchstiickes und der Oberflache der zwei Zellen in der Mitte, die wieder ein 
Muster mit ausgeprigter Querorientierung erkennen lassen. 

Was an den Abb. 16a und b an verschiedenen Bruchstticken zu sehen 
ist, erkennt man auf der Abb. 16c an einem und demselben Bruchstiick. 
Man blickt schrag von oben auf eine Bruchfliche und erkennt an der 


sichtbaren Mantelflache des Bruchstiicks zwei sich scharf voneinander 
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abhebende Zonen. Die in der Abbildung hellere Zone 1a8t Langsfaltun 
erkennen, waihrend die dunklere untere Zone wieder jene Oberflachen 
struktur mit bevorzugter Querorientierung zeigt. 

Offenbar liegen zwei verschieden strukturierte Membranen, also ei 
aiuBere und eine innere vor. 


Abb. 16. Oscillatoria chalybea. Durch Ultraschallbehandlung erhaltene Fadenbruchstiicke. 
Elektronenbild yon Platinabdrucken. Vergr. a 7700fach, b 5600fach, ¢ 6600fach. 


Von Interesse ist auch die Struktur der Bruchflichen, also der Be 
grenzungsflachen zwischen zwei Zellen, an denen der Faden auseinander- 


bindungsstrange oder Durchtrittsstellen vorhanden sein sollten, so miiB 
man sie wohl erkennen kénnen. 

In einigen Fallen lieB sich in der Mitte der Bruchfliche jeweils eine 
groBere kraterformige Vertiefung erkennen (Abb. 17a). In anderer 
Fallen schien die Mitte solcher Bruchflaichen zerrissen (Abb. 16c). Auch 
in Abb. 17a erkennt man, daf die abgebildete Flache in ihrer Mitte etwas 
anders gezeichnet ist. Einen von der umgebenden Randzone sich schwach 
abhebenden mittleren Bezirk verriit ebenfalls die Abb. 17b. Den Beob- 
achtungen solcher in der Mitte ausgezeichneter Flachen steht aber ein 
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indestens::ebenso grofe Zahl von Fallen gegentiber, die dies nicht 
rkennen lieBen. So zeigt neben der Abb. 16b auch die Abb. 17c eine 
lache, deren Mitte sich kaum in auffilliger Weise abhebt. Auf simt- 
ichen Bruchflichen fallt aber eine gewisse Rauhigkeit auf. Die Ver- 
utung liegt nahe, daB es sich dabei um zahlreiche und sehr feine Durch- 
ohrungen in den Querwianden handeln kénnte, die wieder in Verbindung 


Abb. 17. Wie Abb. 16. Vergr. a 5000 fach, 6 7200 fach, ¢ 6700fach. 


mit Plasmodesmen stehen kénnten. DaB die Mitte bisweilen glatter ist als 
die Randzone, diirfte wohl im Zusammenhang mit der irisblendenartigen 
Ausbildung der Querwinde stehen. 


b) Reine Membranen. 

Die Beseitigung des Zellinhaltes wurde durch Einwirkung von Salpeter- 
siure und Kaliumchlorat angestrebt. Nach kurzdauernder Behandlung 
war der Zellinhalt aber noch nicht vollig gelost (dunkle Massen in 
Abb. 18a—c), was die deutliche Erkennung von Membranstrukturen 
stort. An Abb. 18a und b fallt auf, dab innerhalb der in dem Praparat 
die Oberfliiche bildenden Membran noch eine scharf umrissene innere zu 
liegen scheint. Nach starkerer chemischer Behandlung war diese aber nicht 
mehr auffindbar. Sie mu8 also chemisch leicht angreifbar sein. Ob es sich 
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dabei um eine echte Zellmembran oder eine Plasmahaut handelt, bleibt} 
eine offene Frage. Die Membran in Abb. 18c¢ 1aBt, ebenso wie die imt 
Abb. 18a (an den beiden Enden!), eine Querstruktur schwach erkennen, | 
Offenbar ist es die gleiche wie in Abb. 16; die in diesem Fall auBerste: 
Membran muf also in Wirklichkeit schon die zweite sein, so dal im! 


‘ 


5 

Abb. 18. @ Oscillatoria chalybea. b, ¢ Oscillatoria tenuis. Langsmembranen nach kurzdauernder Be- 
handlung der Algen mit Kaliumchlorat und Salpetersiure. Elektronenbilder nach Schrigbedampfung 
mit Wolframoxyd. Photographische Positive. Vergr. a 4000fach, b 8000fach, c 14000fach (elektronen- 
optisch 10000 fach), 4 


ganzen also wohl 3 Hiillschichten vorhanden sein diirften. An den Bin- 
schnirungsstellen der Langswand, den Ansatzstellen der Querwinde also, 
waren bei starkerer VergroBerung zwei oder vier senkrecht zur Lings- 
achse des Fadens verlaufende Lochreihen zu finden, deren Abstand von- 
einander etwa 300 A betrug; sie sind jedoch so wenig ausgepragt, dai man 
sie in den Reproduktionen nicht erkennen kann. Uber ihre Bedeutung 
kann vorerst nichts Sicheres ausgesagt werden. 

Die Abb. 19a und b zeigen jeweils einen Lingsmembranring von Ose. 
tenuis bzw. Osc. sancta, nach Behandlung mit Ultraschall sowie Salpeter- 
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ure und Kaliumcehlorat. Auch in Abb. 19c handelt es sich um eine 
ingsmembran von Osc. sancta. Auf den Abbildungen erkennt man deut- 
th schlitzartige Strukturen, die quer zur Achsenrichtung des Fadens 
rlaufen (offenbar die gleichen, die auch schon in Abb. 16 und 18 zu 
hen sind). Wie man infolge des Umklappens oder Faltens des Membran- 
ringes sehen kann, sind sie auf beiden 
Seiten der Membran vorhanden und 
auf beiden Seitenals Vertiefungen an- 
zusprechen. In diesen schlitzartigen 


¢ Lingsmembranenringe nach Behandlung 
Ultraschall. Hlektronenbild nach Schrag- 
Vergr. a, b 7800fach, ¢ 7800fach, nachvergréBert auf 18500 fach. 


Abb. 19. a Oscillatoria tenuis. b, ¢ Oscillatoria sancta. a, b, 
der Algen mit Kaliumchlorat und Salpetersiure sowie 
bedampfung mit Thoriumfiuorid. 
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Gruben lassen sich noch wieder sehr kleine, annahernd kreisf6rmi 


und Kaliumchlorat. a Oselilatoria tenwis. Schrigbedampfung mit Thoriumfluorid. Vergr. 6800fach 
b Oseillatoria chalybea. Teil einer Quermembranfliche mit Ringwulst. Schrigbedampfung m 
Wolframoxyd. Vergr. 20000fach (elektronenoptisch 10000fach). 


Boden des Schlitzes zu sein, die ihrerseits die Membran durchdringer 
mogen (Durchtrittsstellen fiir den Schleim?). 

Besonders zu erwaihnen ist an Abb. 19c¢ noch der Membranrand sow 
der schmale Wulst, der auf der Mitte der Membran parallel zum Rai 
verlauft. Sowohl am Rand als auch auf diesem Wulst erkennt man ei 
Struktur in Form kleiner Zahnchen. Da aber die Feinstruktur d 
schmalen Wulststreifens in der Mitte nur an der einen Seite der Membr 
zu sehen ist, wahrend man den Wulst an der Riickseite nur andeutung 
weise erkennen kann, muB man annehmen, da® er nur einer Seite di 
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embran aufliegt. Auch untersuchte Membranen von Osc. chalybea 
rgaben das gleiche Bild: langliche grubenférmige Vertiefungen, die 
enkrecht zur Lingsachse des Fadens orientiert waren. AuBerdem traten 
uch hier wieder Wiilste mit einer lamellenartigen oder spiraligen Fein- 
truktur am Rande der Membranfliche auf. 

Einen Hinweis auf eine Erklarung der Herkunft und Bedeutung dieser 
Wilste liefert die Untersuchung von Querwiinden. Sowohl an Osc. 
halybea als auch an Osc. tenuis lieB sich feststellen, da& der Rand der 
Quermembranfliche von einem Ring von einer Dicke von etwa 750 A 
imgeben ist. Die Abb. 20a stammt von einer Quermembran von Osc. 
enuis: Kine kreisformige Scheibe, die von einem Ringwulst umgeben ist. 
An dem unteren und rechten Rand sitzt noch ein Teil der Langsmembran 
mit den beschriebenen Schlitzen an. — Deutlicher sieht man die An- 
wachsungsstelle der Langswand an den Querwandring in Abb. 20b, die 
sinen Ausschnitt emer Aufnahme von einer Querwand von Osc. chalybea 
zeigt. Zugleich findet man hier, daB der Ring selbst noch eine Lamellen- 
oder Spiralfeinstruktur besitzt. Diese Beobachtung macht es sehr wahr- 
scheinlich, daB die in Abb. 19¢ wiedergegebenen, aber auch sonst haufig 
vefundenen Wiilste mit der Zihnchen- oder Lamellenstruktur mit den 
Ringen der Quermembran in Zusammenhang zu bringen sind. Sie dirften 
die Ansatznahte der Querwinde an die Langswand sein. 

Die Fliche der Querwinde wies gegen Erwarten keinerlei Strukturen 
auf. Vor allem waren die erwarteten Locher in der Membran nicht auf- 
findbar. Auf Grund der gesetzmaBigen Antworten, die HARDER (1920) an 
Nostoc-Hormogonien auf Lichtreiz erhalten hat, sowie bei Beriicksichti- 
gung so mancher Bewegungserscheinungen an Oscillatorien, die nur bei 
koordiniertem Zusammenwirken saimtlicher Zellen eines Fadens ver- 
stindlich sind, ist ein verbindungsloses Nebeneinander der Zellen kaum 
vorstellbar. Die oben gegebene Deutung der Rauhigkeit an Querwand- 
bruchflichen (vgl. das zu Abb. 17 Gesagte) als Hinweis fiir das Vor- 
handensein von Plasmodesmen darf man daher durch ihre Nichterkenn- 
barkeit in Abb. 20a wohl nicht als widerlegt ansehen. Vielleicht liegt es 
nur an der Art der Praparation der Querwande (chemische Behandlung 
und Winkel der Schragbedampfung), daf in Wirklichkeit vorhandene 
feine Poren nicht sichtbar wurden. Auf jeden Fall kénnten diese aber nur 
sehr klein sein!. 


1 Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit ist bei der Schriftleitung des Archivs 
fiir Mikrobiologie ein Manuskript von INGEBORG Merzner ,,Zur Chemie und zum 
submikroskopischen Aufbau der Zellwande, Scheiden und Gallerten von Cyano- 
phyceen eingegangen; sie wird demnachst in dieser Zeitschrift erscheinen. Darin 
werden zahlreiche Wanddurchbohrungen in den Querwanden elektronenoptisch 
nachgewiesen! Nach Vorbehandlung mit fast allen Substanzen erschienen die Quer- 
wande glatt, nur nach Aufschlu8 mit Chromsaure waren die Locher deutlich. Auch 
bei den hier mitgeteilten Versuchen wurde anfanglich mit Chromsaure gearbeitet; 
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Im iibrigen haben weder die Langs- noch die Quermembranen bei d ! 
angewandten Behandlung, mit der diese Beobachtungsergebnisse erzie tf 
wurden, in irgendeinem Falle fibrillare Strukturen im elektronen 
mikroskopischen Bild gezeigt. Auch Farbeversuche deuteten darauf hin, 
da®& die Membranen wohl nicht aus Cellulose bestehen: Die Membranen 


Abb. 21. a Oscillatoria chalybea. Membran nach Behandl 
mit Salpetersiure und Kaliumchlorat sowie zwélfsttindig 
Behandlung mit schwach alkalischer verdtinnter Lésw 
von Wasserstoffperoxyd. Elektronenbild nach Schr 
bedampfung mit Thoriumfluorid. Vergr. 15 400fach (elek- 

tronenoptisch 7800fach). b, ¢ Anabaena cylindrica. , 
Membranreste nach Kochen in verdiinnter Salpetersiure. 
Elektronenbild nach Schragbedampfung mit Thoriw 
fluorid. Vergr. 21000fach (elektronsnoptisch 7800fach), 


daB in Pektinschleimen, in denen mikrochemisch mit Chlorzinkjod keine 
Cellulose nachgewiesen werden konnte, mit dem Elektronenmikrosko 
Mikrofibrillen aus Cellulose gefunden wurden (FREY-WyssLIne 1951) 
Der Grund, warum die Cellulose mikrochemisch nicht nachweisbar ist 
soll nach Frey-Wysstrine auf der Unzugiinglichkeit dieser Mikrofibrille 
fir Jod beruhen. — Fiir Membranen gilt ahnliches. Erst nach dem Her 
auslosen aller nichtcellulosischen Bestandteile Jassen sich elektronen 


da aber bei den ersten vergleichenden Untersuchungen die mit Salpetersiu 
und Kaliumchlorat behandelten Faden die besten Ergebnisse lieferten, wurde di 
Chromsaurebehandlung spiiter leider nicht mehr angewandt. So kann also n 
kein Zweifel mehr bestehen, da8 wenigstens bei bestimmten Arten (namlic 


Scytonema Julianum, Lyngbya aeroguineo-coerulea und Tolypothria tenuis) di 
Querwinde durchléchert sind. 
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ptisch Mikrofibrillen nachweisen, die auf Cellulose deuten, obwohl 
ikrochemische Nachweisreaktionen von Cellulose vorher negativ aus- 
efallen waren. 

Das laBt fiir unsere Untersuchungen die Frage aufkommen, ob nicht 

och auch die Oscillatorien-Membranen, die bei der von uns angewandten 

-raéparationsmethode keine Mikrofibrillen zeigten, bei anderer chemischer 
3ehandlung solche Fibrillen erkennen lassen wiirden. Diese Frage wurde 
war nicht zum Gegenstand ausgedehnter Untersuchungen gemacht, 
edoch wurden in einem Falle Membranen von Oscillatoria chalybea etwa 
|2 Std lang in einer verdiinnten, schwach alkalischen Wasserstoffper- 
»xydlésung belassen. Nun waren die bekannten Membranringe und ihre 
1achgewiesenen Strukturen nicht mehr auffindbar. Stattdessen wurden 
lach ausgebreitete Riickstiinde von unterschiedlicher FlachengroBe und 
mregelmaBigen Randbegrenzungen gefunden; sie wiesen fibrillare 
Strukturen auf, wie aus Abb. 21a zu ersehen ist. Man mu also wohl 
schlieBen, da sich auch in den Membranen von Oscillatoria nach ge- 
signeter Vorbehandlung Mikrofibrillen nachweisen lassen. Den eindeuti- 
xen Beleg hierfiir sowie den Nachweis, daf} es sich dabei wirklich um 
Cellulosefibrillen handelt, kann man wohl erst nach eingehenderen Unter- 
suchungen als erbracht ansehen. 

Kurz seien noch einige Beobachtungen an Anabaena cylindrica mit- 
geteilt. Die bei den Oscillatorien erfolgreiche Methode zur Reingewinnung 
der Membran bereitete hier aber Schwierigkeiten. Zwar lieBen sich 
die einzelnen Zellen der Faden ebenfalls. durch Ultraschallbehandlung 
voneinander trennen, aber nach der chemischen Behandlung waren 
die Zellen noch stets mit Inhalt angefiillt und im Elektronenmikroskop 
undurchstrahlbar. Erst nach radikaler Behandlung durch Kochen in 
Saure waren in den Suspensionen lichtmikroskopisch keine Teilchen mehr 
als Zellen zu erkennen. Elektronenmikroskopisch lieBen sich aber Reste in 
den Aufschlammungen feststellen, die im wesentlichen Faserstrukturen 
aufwiesen (Abb. 21b und c). Wahrend in Abb. 21¢ die Fibrillen ver- 
haltnismaBig klar hervortreten, werden sie auf der Abb. 21b zum Teil 
noch durch eine homogen erscheinende Masse verdeckt, in die die 
Fibrillen eingebettet zu sein scheinen. 


Ill. Diskussion der Ergebnisse. 


Die vorstehend geschilderten Untersuchungen tiber die Bewegung 
fadenformiger Cyanophyceen haben ergeben, da die von ULLRICH be- 
schriebenen Kontraktionswellen nicht die Ursache der normalen gleiten- 
den Bewegung aller Oscillatorien sowie der Hormogonien der Nostocaceen 
sein kénnen. Denn einerseits ist es uns niemals gelungen, Erscheinungen 
zu beobachten, die als Kontraktionswellen hiatten gedeutet werden 
kénnen, und andererseits entstehen auch schon durch bloBe Uberlegung 
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Zweifel an der Richtigkeit der ULtricuschen Theorie, wenn man sich 
z. B. die Geschwindigkeit der Bewegungen vor Augen fihrt: 

Bei der von ULLRIcH angegebenen Frequenz der Kontraktionen von 0,5/sec um 
der Annahme einer — sicher zu groB gewahlten — Amplitude von 0,5 « wiirde ein 
Faden in 1 sec nur etwa 0,25 « vorankommen. In der Tat sind aber die Bewegungen 
in der Regel erheblich schneller. Wahrend bei den eigenen Untersuchungen an Osi 
sancta die Geschwindigkeiten zwischen 1 und 3 /sec lagen, ergaben Geschwindig- 
keitsmessungen von Osc. tenuis einen Durchschnittswert von 4,6 j/sec. Der Extrem: 
wert lag bei 5,4 /sec. Die Amplitude kann schwerlich gréBer als 0,5 w sein, da die 
Kontraktionen dann ja sichtbar sein miiBten. Wie soll man sich andererseits aber 
vorstellen, daB osmotische Druckschwankungen, die zu Volumveranderungen der 
Zellen fiihren und den Kontraktionen zugrunde liegen sollen, mit einer Frequenz von 
etwa 10/sec oder gréBer in den Zellen auftreten, wie man es ja zur Erklarung dé 
beobachteten Geschwindigkeiten annehmen miiBte? 

Zur Bewertung der Untricuschen Beobachtungen mu auch beriicksichtigt 
werden, da& Untricn selbst die Beobachtungen wegen eines Augenfehlers nicht 
vornehmen konnte, sondern sie anderen Personen iiberlassen muBte, wobei di 
Analysen des Kontraktionsverlaufs jedoch nicht immer ganz tibereinstimmten. 

Und wie steht es mit den Direktbeobachtungen von Kontraktions= 
wellen im Mikroskop? Mir selbst sind, wie bereits gesagt, nie Verainde 


rungen an einem sich bewegenden Faden zu Gesicht gekommen, die nack 


haben, naimlich ,,wandernde Lichtreflexe*‘ an Faden, die sich auf hoch. 
prozentigem Agar bewegten, konnte wohl auch eine andere Erklarung 
finden: Beim langsamen Eintrocknenlassen der Faden oder auf hochs 
prozentigem Agar beginnen die turgorempfindlichen Zellen Strukturen zu 
zeigen, wie wir sie mit dem Elektronenmikroskop deutlich erkennba 
machen konnten. Nimmt man an, daB solche Oberflachenstrukturen 
bereits sichtbar werden, wenn der Faden noch in Bewegung ist, so be- 
deutet das aber eine schraubige Verschiebung der einzelnen Strukturen; 
denn ein Faden von Oscillatoria bewegt sich ja bekanntlich unter gleich- 
zeitiger Drehung um die Langsachse! ee 

Wichtig scheint mir hierfiir noch die Bemerkung ULtricus (8. 171) zu 
sein, daf} Wasserentzug aus Oscillatorien-Faden auf osmotischem Wege 
niemals zur Beobachtung von Transversalwellen gefiihrt hat. ,,Allem 
Anscheine nach schaffen also die osmotisch wirkenden Lésungen keine 
Bedingungen, unter denen die Amplitude iiber die Grenze der Beob 
achtungsfihigkeit wachst.“ 

Ubrigens kénnte die Theorie von den Kontraktionswellen auch keine Anwen: 
dung auf simtliche Cyanophyceen finden (PRINGSHEIM 1949), Periodische Kon- 
traktionen kénnen auch wohl schwerlich die Ursache fiir die gleitende Bewegung der 
einzelligen Cyanophyceen oder von einzelligen oder wenigzelligen Hormogonien sein. 

SchlieBlich darf auch nicht iibersehen werden, daB die ULLRICHsche 
Vorstellung keine Erklarung fiir das Zustandekommen der Rotation der 
Faden um ihre Liingsachse zu geben vermag. 
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Viel giinstiger liegen die Verhaltnisse fiir die Annahme einer aktiven 
teiligung des Schleimes an der Bewegung der Faden (CoRRENsS 1897, 
CHNER 1915, Hosor 1951). Die CorrENsschen Versuche wurden vor- 
ehend insoweit variiert, als in Anlehnung an Hosoi die Beobachtung des 

rhaltens der haftenden Carminpartikelchen an bewegten und unbeweg- 
n Faden jeweils an ein und demselben Faden in unmittelbarer zeitlicher 
ufeinanderfolge beobachtet wurde, woriiber CorRrENS noch nichts 
itgeteilt hat. Die dabei gemachten Beobachtungen sprechen meines 
rachtens eindeutig fiir die aktive Arbeit des ausgeschiedenen Schleims fiir 
ie Bewegung. Wie soll man sich sonst erkliren, daB an einem sich unter 
otation fortbewegenden Faden haftende Carminpartikelchen unbewegt 
n Gesichtsfeld liegen bleiben, da® aber in dem Augenblick, wo der Faden 
urch Auftreffen auf ein Hindernis in der Bewegung gehindert wird, die 
arminpartikelchen beginnen, sich in der zur ursprtinglichen Faden- 
ewegung und -drehung entgegengesetzten Richtung auf einer Schrauben- 
nie in Bewegung zu setzen? Zudem besteht eine wesentliche Uberein- 
timmung der Groen bei der ungehinderten rotierenden Bewegung des 
‘adens und der Partikelstréme am festgelegten Faden. Oberflachenkrafte 
llein diirften als Erklarungsméglichkeit ausscheiden; denn sie wirden 
icht erklaren, wie hinter dem kriechenden Faden die Partikelspur zu- 
tandekommt, auf der die Carminpartikelchen beobachtungsgemaB noch 
inen guten Zusammenhalt besitzen, waihrend gerade dies sich erklaren 
iBt durch die Annahme einer zuriickbleibenden Schleimspur, welche die 
artikelchen noch in einem gewissen Grade zusammenhilt. Wie die 
‘chleimausscheidung aber im einzelnen vor sich geht, mu noch un- 
eantwortet bleiben. Wahrscheinlich spielen die Membranschlitze und in 
hnen wieder die winzigen kreisformigen Strukturen dabei eine Rolle. Sie 
‘nnten die Durchtrittsstellen fiir den Schleim sein! (vgl. FecHNER 1915). 

Noch weniger 1aBt sich tiber die Ursache der nicht selten zu beobachtenden oder 
ar gesetzmaBig hervorzurufenden (HARDER 1920, Scumip 1923) Umkehr eines in 
3ewegung befindlichen Fadens aussagen. Die Beobachtungen zeigen nur eindeutig, 
aB sich die Richtung und Intensitat des Schleimflusses oder seine Quellungsrich- 
ung andern kann. Auferdem kénnen am Faden mehrere Abschnitte mit unter- 
chiedlicher Partikel- und demzufolge wohl auch Schleimbewegung zugleich vor- 
anden sein. Je nach dem Uberwiegen der einzelnen Abschnitte sowie dem Aufliegen 
nd Haften der Abschnitte an der Kriechunterlage kann somit eine Bewegung von 
vechselnder GréBe und Richtung resultieren. 

Die in der Literatur mitgeteilten Ergebnisse lichtoptischer Unter- 
uchungen (Parties 1903, Scumrp 1921), die den Nachweis erbracht 


1 In der in der FuBnote S. 361 zitierten Arbeit hat INcEBoRG MeETZNER nach 
‘hromsiurebehandlung elektronenoptisch in der AuBenwand von Oscillatorien zu 
eiden Seiten der Ansatzstellen der Querwande je eine Porenreihe nachgewiesen, die 
ie mit dem Bewegungsmechanismus in Zusammenhang bringt. Die von ihr ge- 
uBerte Ansicht deckt sich jedoch im einzelnen nicht mit der hier vertretenen. 
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haben wollen, daB Poren in der Langs- und Querwand von Oscillator 
vorhanden seien, kénnen nicht als gesichert angesehen werden. Denn dig 
in den schlitzformigen Membrandiimnstellen elektronenoptisch gefun 
denen kreisférmigen Vertiefungen haben — vorausgesetzt, daf sie tiber 
haupt Lécher sind — einen Durchmesser von nur 200—400 A und s 
lichtoptisch daher nicht zu erkennen. Natiirlich bleibt immer noch még 
lich, daB eventuell vorhandene Poren bei der angewandten Praparations 
methode verschlossen geblieben oder verquollen sind. Das gilt auch fii 
die Querwiinde der Zellen, in denen ja gegen Erwarten keine groBe 
Durchtrittstellen in Form von Léchern gefunden wurden. 

Die Querwande sind von einem Ringwulst mit einer Lamellen- ode 
Spiralfeinstruktur umgrenzt. Dieser Ring erklart wohl die nach dé 
Literatur wiederholt gemachte Beobachtung, daB bei Einwirkung kon 
trahierender Mittel oder bei Eintrocknung vielfach die Querwandk 
gleichsam als Versteifungen hervortreten. Vielleicht konnten auch di 
beobachteten Lochreihen in der Langswand an der Ansatzstelle dé 
Querwiinde mit den Strukturen auf dem Ringwulst in Beziehung stehen! 

Die Feststellung, da Cyanophyceen-Faden nach dem Eintrocknen (be 
allen elektronenmikroskopischen Priparaten werden die Zellen ~ 
schlieBlich eingetrocknet!) Langsfalten an ihrer Oberflache zeigen, tiber. 
rascht nicht sehr. So wei man von anderen fadenformigen Alg 
(Trentepohlia, Cladophora, Oedogoniwm), daB ihre Zellreihen sich be 
Eintrocknen zunichst der Lange nach einfalten und zuletzt unregelma® 
zerknittern (LAu& 1938). Die Faltelungen sind also auch bei den Cyano: 
phyceen offenbar Artefakte infolge der Zellschrumpfung beim Em 
trocknen. Unerwartet ist nur, daB bei einigen Oscillatorien, vor allem 
z. B. bei Oscillatoria sancta, ein so auffallend regelmaBiges Oberflichen: 
muster zustandekommt. Ferner ist auffallig, daB neben Zellen mit Langs: 
falten auch solche mit Quermustern von viel gréBerer Feinheit vor. 
kommen. Da schwerlich vorstellbar ist, wie solche unterschiedliche 
Strukturen etwa durch verschiedenartige Schrumpfungen des Zellinhall 
zustande kommen konnten, darf man annehmen, dal} die Cyanophyceet 
auBenmembran aus (mindestens) zwei Schichten besteht, einer, die sicl 
beim Eintrocknen der Faden in Lingsfalten legt, und einer zweiten, dit 
Querstrukturen besitzt, aber keine Lingsfaltelungen zeigt. Und zwa 
muB die Schicht mit der Quermusterung innerhalb der sich lings 
faltenden liegen. Denn durch die Ultraschallbehandlung hatte sich a 
einigen Bruchstiicken die oberste Schicht abgelést, wodurch die unter 
querstrukturierte freigelegt wurde. In den Priparaten mit véllig weg 


* In der 8. 361 erwihnten Arbeit von INaEBorG MurzNeR werden die Verhall 
nisse allerdings ganz anders gedeutet,worauf hier aber nicht eingegangen werden kant 

? Lav& ist der Ansicht, daB die Faltelung der Zellwande bei den von ihr unte 
suchten Objekten von der Beziehung der Cellulosemembran zu der Cuticula herrithré 
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léstem Zellinhalt, in denen also nur noch die Membranen vorhanden 
aren, gehérten diese auch wohl alle der zweiten, inneren Schicht an. 
aftr spricht ihr Besitz von querorientierten schlitzférmigen Dimn- 
ellen. Da8 in solchen Praparaten niemals die lingsfaltigen auBeren 
embranen gefunden wurden, la8t sich vielleicht. so erkliren: In den 
aéhrend 3 Std mit verdiinntem Wasserstoffsuperoxyd behandelten 
raparaten waren an den Abdrucken keine Lingsfaltelungen an den 
embranen zu sehen, die Membranen sahen vielmehr sehr angegriffen 
s. Das ist wohl kaum anders zu deuten, als da durch die H,O,- 
ehandlung die duBere, sich immer grob langsfaltende Membran 
ereits gelost wurde. Dann ist aber nicht verwunderlich, wenn diese 
embranschicht auch nach der Behandlung mit konzentrierter Salpeter- 
aure und Kaliumchlorat nicht mehr vorhanden ist. Das Fehlen der 
embranen mit Langsfaltelungen in den Praparaten mit vdollig weg- 
eléstem Zellinhalt wirde also auf ihrer geringen chemischen Resistenz 
eruhen. Die beiden Membranschichten hatten also nicht nur verschie- 
lene Struktur, sondern auch verschiedene chemische Resistenz, also Zu- 
ammensetzung. Nach Abb. 18a mu8 man wohl innerhalb der quer- 
trukturierten Membran noch eine weitere, also dritte, annehmen, die 
eringe chemische Resistenz besitzt und vielleicht plasmatischer Natur ist. 


DaB die Membran von Oscillatorien aus mehreren Schichten besteht, ist in der 
iiteratur bereits mehrfach behauptet worden. So wird allgemein fiir den Membran- 
ypus der Hormogonales angegeben, da der Zellfaden mit seinen diinnen Kigen- 
aembranen in einer hohlzylindrischen, allen Fadenzellen gemeinsamen Membran- 
cheide stecke (GErTLER 1936). Und Hryzx (1901) hat an Beggiatoa mirabilis beob- 
chtet, daB die Langswand aus zwei verschieden quellbaren Schichten besteht, die 
ich unter Einwirkung verschiedener Reagenzien voneinander lésen. Spater konnten 
RUHLAND u. HorrMann (1925) an demselben Objekt mit verschiedenen Chemikalien 
ine Spaltung hervorrufen und mit voller Deutlichkeit eine auBerst diinne und feine 
nnere Membranschicht neben einer ebenso deutlich sichtbaren abgehobenen auBeren 
achweisen. 


Uber die chemische Zusammensetzung der Membranen (Cellulose oder 
ndere Substanzen) haben unsere elektronenmikroskopischen Unter- 
uchungen keine sehr weitgehenden Aufschliisse gegeben. Das wurde auch 
licht angestrebt; im Gegenteil, es wurde ja versucht, die Membranen 
néglichst so zu priparieren, daf sie ein unversehrtes Abbild lieferten. 
is bestand daher von vornherein wenig Hoffnung, da eventuell ein- 
elagerte Cellulosefibrillen sichtbar werden wirden. In der Tat wurden 
yei der angewandten Behandlung an den Membranen von Oscillatorien 
1 keinem Fall mit Sicherheit Fibrillen beobachtet. Jedoch wurden nach 
estimmten Behandlungen, die allerdings die. Membran weitgehend 
erstorten, bei Oscillatoria chalybea fibrillare Strukturen gefunden. 
Such bei Anabaena cylindrica wurden Faserstrukturen beobachtet. 


Fielleicht stellt dieser Befund eine Erginzung zu dem Ergebnis von 
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FreY-WyssLine und StecHER (1954) dar, wonach die Schleimhiillen vo 
Nostoce ein Geriist aus ineinander verwobenen und mit der Zellwand 
verbundenen Mikrofibrillen aus Cellulose darstellen. Ob es sich bei 
unseren Beobachtungsergebnissen aber wirklich um Cellulosegertiste der 
Membranen handelt, bedarf noch weiterer Untersuchungen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Filmaufnahmen von in Bewegung befindlichen Faden von Osci a- 
toria sancta und Osc. tenuis wurden durch direktes Ausmessen der Zell- 
wandabstiinde sowie nach der stereoskopischen Methode von ULLRICH 
ausgewertet. Dabei konnten die Ergebnisse von ULLRIcH, welche aktiv 
Kontraktionen als Ursache fiir gleitende Bewegung der Oscillatorien 
wahrscheinlich machten, nicht bestatigt werden. 


2. Bei der Beobachtung von Oscillatorien in Suspensionen von Carmi 
in Wasser wurde festgestellt, daB eine Korrelation zwischen dem Be 
wegungsverhalten von am Faden haftenden Carminpartikelchen und dei 
Fadenbewegung besteht. Daraus wird geschlossen (wie schon CORRENS e§ 
getan hat), daB die Bewegung durch den abgeschiedenen Schleim zu 
standekommt. ~ . 


3. Fiinf Oscillatoriaceen und fiinf Nostocaceen sowie Pseudanabaend 
catenata wurden auf verschiedene Weise fixiert. An dem fixierten Material 
wurden nach zwei verschiedenen Methoden Oberflachenabdriicke her= 
gestellt und diese im Elektronenmikroskop untersucht. Mit Ausnahme 
von Pseudanabaena catenata wurden bei den getrockneten Zellen aller 
Arten Lingsfaltelungen in den AuBenmembranen gefunden. Sie traten 
besonders bei Osc. sancta in einem regelmaBigen Muster auf. Die Failte: 
lungen blieben nach vorheriger Behandlung der Faden in verdiinntem 
Wasserstoffperoxyd aus. Bei Osc. chalybea wurden die Faden durch 
Ultraschallbehandlung in Bruchstiicke zerschlagen, von denen Ober- 
flichenabdriicke hergestellt wurden; sie zeigten auf ihrer Mantelfliche 
zwei verschiedene Oberflaichenstrukturen, die als Abbildung zweier ve 
schiedener Membranschichten gedeutet werden. 


4. Aus Zellen von drei Oscillatoria-Arten wurde mit Salpetersiure und 
Kaliumchlorat simtlicher Zellinhalt herausgelést. Die so gewonnener 


reinen Membranen wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Dabei 
wurde gefunden: 


a) Diese Langsmembranen besitzen bei allen drei Arten an ihrer Innen 
und AuBenseite grubenférmige Einsenkungen. In diesen schlitzartigen 
Dinnstellen lagen wiederum kleine kreisformige Vertiefungen, die als 


Lécher gedeutet wurden; eine’ sichere Entscheidung dariiber war aller 
dings nicht méglich. | 
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b) An zwei Arten wurden auch die Querwinde untersucht. Sie lieBen 
ine Struktur erkennen und sind von einem Ring von etwa 750 A Dicke 
geben, der eine Lamellen- oder Spiralfeinstruktur besitzt. Auf der Quer- 
ndfliche wurde aus gewissen Abdruckbildern auf das Vorhandensein 
n feinen Durchbohrungen geschlossen, jedoch wurden an den sorgfaltig 
reinigten reinen Membranen keine DurchlaBstellen oder Poren gefunden. 


c) Weder in den Langswinden noch in der Quermembran konnten 
ch Behandlung mit Salpetersiure und Kaliumchlorat zur Rein- 
winnung der Membran elektronenmikroskopisch Fibrillen nachgewiesen 
rden. Jedoch traten bei zusiatzlicher Behandlung mit schwach al- 
lischem Wasserstoffperoxyd in den Membranresten fibrillare Struk- 
en hervor. 


5. An Membranen von Anabaena cylindrica wurden nach Kochen in 
dure elektronenmikroskopisch Faserstrukturen gefunden. . 


Fiir die Anregung zu dieser Arbeit und stete freundliche Unterstiitzung méchte 
Herrn Prof. Dr. HARDER meinen besten Dank aussprechen. 
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Der Formiatabbau 
durch Hyphomicrobium vulgare Stutzer et Hartleb. 


Von 
ROLF NAVEKE und Horst ENGEL. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 10. Januar 1955.) 


Nimmt man an, daB der Abbau der Ameisensaure durch H yphomicro- 
um der Bruttogleichung 


2HCOOH + 0, ~ 2CO, + 2H,O 


: 5 3 ; CO 
tspricht, so sind fiir den Quotienten 4 Werte um 2,0 zu erwarten. 
2 


on Mevius jr. (1953) wurden manometrisch mittels der GefaéBpaar- 
ethode nach WargBure Werte zwischen 1,89 und 2,08 gefunden. Diese 
ereinstimmung zwischen den theoretischen und experimentellen Daten 
ar zwar ein wichtiger Hinweis fiir die Richtigkeit der Annahme, daB 
emaB der Gleichung O, verbraucht, CO, gebildet wird und keine 
nderen Gase am Gasumsatz beteiligt sind, aber sie war noch kein 
wingender Beweis dafiir. Zur Begriindung sei folgendes angefiihrt: 

Die niedrige Konzentration der in die WARBURG-GefaBe eingebrachten 
fellsuspensionen und die lange Versuchsdauer hatten eine erhebliche Zu- 
ahme der Zellzahl in den Ansatzen ohne KOH zur Folge. Dagegen fand 
n Ansatzen mit KOH kein Wachstum statt und der Gaswechsel blieb 
© gering, daB man ihn nicht messen konnte. Um diese Schwierigkeit zu 
rermeiden, wahlte Mrvius jr. die GefaBpaarmethode. Bei der Berech- 
yung der umgesetzten CO,- und O,-Mengen setzte er voraus, da auBer 
liesen beiden keine weiteren Gase an der Reaktion beteiligt sind. Es 
connte zwar als héchst wahrscheinlich angesehen werden, daf} der stets 
seobachtete Druckabfall nicht durch die Aufnahme eines anderen Gases 
ls Sauerstoff hervorgerufen wird, ob aber auBer CO, noch ein anderes 
Jas entstand, blieb ungeklirt. Es war immerhin méglich, da® ein ge- 
visser, wenn auch geringer Teil der Ameisensiéure in CO + H,0 oder 
H, + CO, zerfiel. 

Es war also noch notwendig, den unmittelbaren Beweis einer CO,-Ent- 
vicklung bei der Oxydation der Ameisensaure durch Hyphomicrobium 
1 erbringen und zu zeigen, da die produzierte CO,-Menge der Theorie 
ntspricht. Nur dann wiirde der von Mevivus jr. berechnete Quotient 


3 der zugrunde gelegten Gleichung entsprechen. 
2 
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Versuche. 


Der Hyphomicrobium-Stamm, die Nahrlésung und die Warsurc-Apparatin 
waren die gleichen, die auch Mnvius jr. benutzte. Da nach Mevius jr. der 
wechsel durch Entzug von CO, gehemmt sein sollte, wurde zunachst versucht, 
wahrend einer bestimmten Zeit aus Formiat entstandene CO,-Menge nach Messt 
der Gesamtdruckanderung h = ho, + hco, 2U ermitteln, indem am Ende dieser 7 

’ in den Reaktionsraum KO 
Lésung eingeschleust wur 
ohne ihn zu 6ffnen. Die Messung 
der durch die Absorption de 
CO, hervorgerufenen Druck 
anderung hco, muBte ermég 
lichen, die gebildete CO,-Mer 
ACO, = ‘ho, S Keo, und ¢ le 
verbrauchte O,-Menge __ 
AO, = (h — hoo,) Ko, . 
zu berechnen. 

DieReaktionsgefaBe besaB 
die in Abb. 1 dargestellte Fo: 
(Modell MRI der Firma Braun- 
Abb. 1. Reaktionsgefi8 mit Schleuse und Magneteinsatz. Melsungen). Die Schleuse be 
stand aus einem Hahn, des 
Hahnkiiken nicht ganz durch- 
bohrt war. Damit war es mog 
lich, etwa 0,5 ml 5% KOH in 
den Seitenansatz der Gefa 
einzuschleusen, ohne den Dru 
und das Volumen im Inner 
zu verdndern. Das Volum 
der GefaBe betrug etwa 25 n 

Es zeigte sich jedoch, dab 
die Messungen durch folgen 
unvorhergesehene Schwierig: 
keit mit zu groBen Fehlern be- 
haftet sind: Die verwendete 
Abb. 2. Druckiinderung bei der Formiatoxydation durch Nahrlésung enthalt ein Phos- 
Hyphomicrobium und bei nachfolgendem Einschleusen = phatpuffersystem, dessen ff 
von KOH. Zelien in Nihrlésung mit 0,1% Na-Formiat Wert im leicht alkalischen Be 
suspendiert. Zellkonzentration der Suspension etwa 8mal reich liegt. Durch die Oxydat 


so hoch wie in 83—5 Wochen alten Kulturen. Volumen 7 
der Suspension im VersuchsgefiB 6 ml. des Anions des Na-Fo 


werden auBerdem Alkali-Loneé 
freigesetzt. Das entstehende CO, wird daher zum gréSten ‘Teil als gebundene 
COs, d.h. als Alkalihydrogencarbonat, zuriickgehalten!, Daher wird nach det 
Einschleusen von KOH in den Reaktionsraum nur ein kleiner Druckabfall b 
obachtet (Abb. 2), der nicht der tatsichlich gebildeten CO,-Menge entsprich 
Da sich zudem die CO,-Retention wegen der dauernden Neubildung von freie 
Alkali durch die Oxydation des Na-Formiats laufend verindert, konnte ihre’ Gro 


1 Das in der Gasphase vorhandene CO, und der Anteil des gelésten CO, (als CO 
H,CO, oder in deren Ionen vorliegend), der nach dem Bunsenschen Absorption: 
koeffizienten (als CO,) zu berechnen ist, wird als freies CO,, der dariiber hinaus i 
Lésung befindliche Anteil als gebundenes CO, bezeichnet. 


mm Brodie 
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icht, wie von WarBuRG (1925) angegeben, ermittelt und zur Berechnung von ACO, 
erangezogen werden. 

Diese Tatsache wurde in den Versuchen von Mevtus jr. (1953) nicht 
erticksichtigt. Wie VAN Niet (1954) ausfiihrte, ist anzunehmen, da da- 
urch der O,-Verbrauch, der bei der Oxydation einer gegebenen Na-For- 
iat-Menge von Mevivus jr. gefunden wurde, héher ist, als bei vollstan- 
iger Oxydation zu erwarten wire. 


Der retinierte Anteil des CO, wurde deshalb durch Zusatz von Saure 
reigemacht. Die schon vorher vorhandene Menge an gebundenem CO, 
rde in einem Parallelansatz zu Be- aN 
inn des Versuches ebenfalls durch gg 
usatz von Saure bestimmt. Da 
ich zudem inzwischen herausgestellt 
| atte, daB nur das Wachstum, nicht 
aber die Formiatoxydation durch | w 
CO,-Entzug gehemmt wird, wurde 2 w 
der Sauerstoffverbrauch wie tiblich 0 
bei Anwesenheit von KOH im Reak- 


‘ . : -40 
tionsraum direkt gemessen. Die Zell- 
konzentration der Suspensionen wur- ~ as 
FOGUTE 
ve . = 120 nae Wess 
de so hoch gewanlt, daB sich in der Peer ane ee Se 
dadurch verkiirzten Versuchsdauer Zeit — 
} : ; co 
auch in den GefiSien ohne KOH, in  apb.3. Bestimmung des Quotienten —G—-fiir die 


denen das Wachstum nicht durch Oxydation von Ameisensiiure durch Hypho- 


7 . microbium. (Versuch 2 der Tabelle.) 
Entzug des Kohlendioxyds gehemmt 1: Bestimmung von A CO, durch Saurezusatz; 


wurde, keine wesentliche Zellver- 2: Bestimmung von 4 O, bei Anwesenheit von 
h KOH; 3: Messung von 4 0, + FCO, (ohne 
mehrung Zu erwarten war. KOH) und anschlieBende Bestimmung yon 


: E CO, durch Sadurezusatz. 
Um 25 ml Suspension zu erhalten, ‘i 


wurden die Zellen aus 3 Kulturkolben mit 

je 100 ml Nahrlésung (Kulturen 3—5 Wochen alt) steril abzentrifugiert und in 
steriler Nahrlésung mit 0,1% Na-Formiat (Mxvius jr., 1953) suspendiert. 1 ml einer 
solchen Suspension verbrauchte unter den angegebenen Versuchsbedingungen etwa 
1,5 yl O,, also etwa 10 y Na-Formiat in 1 Std. 


Jeder Versuch umfaBte 6 Reaktionsgefaéfe (Form Ia der Firma Braun- 
Melsungen) mit je 4 ml Suspension. In 2 Gefaéfen davon wurde die zu 
Anfang vorhandene Menge an gebundenem CO, durch Einkippen von 
0,4 ml 10% iger H,SO, oder 15% iger Milchsaure aus dem Seitenansatz 
bestimmt (A CO,). In 2 weiteren wurde der O,-Verbrauch bei Anwesen- 
heit von KOH im mittleren Einsatz wahrend etwa 15—20 Std gemessen 
(A O,). Fiir den gleichen Zeitraum wurde in den letzten zwei Ansatzen 
zunachst dieDruckanderung gemessen, die durch die O,-Aufnahme und 
die Abgabe von. freiem CO, entsteht. Mit 4 O, wurde daraus das ent- 
standene freie CO, (F CO,) berechnet. Zum SchluB wurde in diesen beiden 
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ende vorhandene Menge an gebundenem CO, bestimmt (E CO,). Den 
Verlauf eines solchen Versuches zeigt Abb. 3. 
Der Quotient aus der insgesamt entstandenen CO,-Menge (4 COj) 
und der verbrauchten O,-Menge ergibt sich dann aus: 
g — FO ECO, — ACO, 
= ANG 


; 
Ansiatzen, ebenfalls durch Einkippen von Milchsiiure, die bei Versuch : 
4 
| 
i 


In 3 Versuchen wurden folgende Werte in yl gefunden: 


Versuch 1 | Versuch 2 Versuch 3 ~ 
| 
Messung | 2 Messung E Messung 
Mittel 
1 | 2 Mittel 1 | 2 itte 1 | 2 


ACO, | 266,1| 257,2 | 261,7 | 207,9 | 183,0 | 195,5 | 139,0 | 146,7 
AO, 125,5 | 125,5 | 102,4 | 101,5 | 102,0 | 70,2 | 68,2 
Q | 2,08 1,92 


Das gebildete CO, lag unter den gegebenen Versuchsbedingungen zu 
90—95% als gebundenes und zu 5—10% als freies CO, vor. 7 
Diese Ergebnisse zeigen endgiiltig, da beim Abbau der Ameisensaur 
durch Hyphomicrobium CO, gebildet wird und da8 die Ameisensiure nach 

der Bruttogleichung 
2HCOOH + 0, — 2C0, + 2H,O 
zu CO, und H,O oxydiert wird. 


SchluBbetrachtung. 


Uberblickt man alle tiber Hyphomicrobium bisher bekanntgewordene 1 
physiologischen Tatsachen, so sprechen folgende Befunde dafiir, dak 
dieser Organismus chemoautotroph lebt: 


1. Langsames Wachstum wie bei anderen chemoautotrophen Bakterien. 

2. Kein Wachstum auf Glucose, Saccharose, Mannose und Raffinose 
(Kinema Bourszs, 1936; Mrvius jr., 1953). 

3. Kein Wachstum bei CO,-Entzug (Mrvtius jr., 1953). 

4. Bei Anwesenheit von C“O, waihrend der Wachstumsphase kann nach 
einiger Zeit in den Aminosauren des Zelleiweifes C14 nachgewiesen wer 
den. In allen nicht mehr wachsenden Kulturen ist das nicht der Fall. Es 
mu8 also CO, assimiliert werden (Mxvtus jr., 1953). | 


5. Oxydation der Ameisensiure zu CO, und H,O, wobei die me 


energie fiir die Chemosynthese dienen kénnte. 


6. Bei der Oxydation der Ameisensiure werden 85—95% der Energie 
in Form von Warme frei (KorTHu. ENGEL, 1954), eine Parallele zu den 


| 
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orgingen bei anderen obligat Chemoautotrophen. Der hohe Prozentsatz 
eier Energie zeigt, da andere energieliefernde Prozesse auBer der 
ormiatoxydation wahrscheinlich nur eine geringe Rolle spielen kénnen. 
Diese Befunde sind zwar noch keine definitiven Beweise, aber doch 
ertvolle Hinweise. Leider ist es nicht oder nur schwer méglich, dieses 
roblem mittels C-markiertem Formiat zu lésen, da bei dessen Abbau 
narkiertes CO, entsteht und dieses assimiliert wird. 

In diesem Zusammenhang ist das von DucHow u. Dovenas (1949) 
efundene Rhodomicrobium vannielit bemerkenswert, das photoautotroph 
- Hyphomicrobium nahe verwandt ist. 


Zusammenfassung. 


_ Es wurde unter Beriicksichtigung der CO,-Retention in der Substrat- 
ésung gezeigt, daB Hyphomicrobium Ameisenséure gemiB der Gleichung 
2HCOOH + 20, — 2CO, + 2H,O abbaut, wie schon durch Unter- 
suchungen von Mevtus jr. (1953) wahrscheinlich geworden war. 


Die Mittel zur Durchfiihrung der Untersuchungen wurden von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung gestellt. 
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Nitrogen Fixation of Azotobacter in Soil — 
Its Inhibition by Oxygen. 


By 
M. TSCHAPEK and N. GIAMBIAGI*.. 


With 6 figures in the text. 


(Eingegangen am 1. Februar 1955.) 

I. Mevernor and Burk were the first to draw attention to the nega- 
tive influence that an increase in the partial tension of O, (Po,) had on 
the nitrogen fixation by Azotobacter, According to these authors a com ; 
plete inhibition of the fixation of N, by Azotobacter occurs at 
= 0.60 atm., and the maximum fixation takes place at Po, = 0.03 to 
0.04 atm. This was not to be expected since Azotobacter is considered a 
strictly aerobic microorganism (BERGEY). The conclusion that maximun 
fixation takes place at Po, = 0.03—0.04 atm., did not attract much 
attention in the literature. It has been rejected for several reasons 
namely, that the data were obtained by means of micromethods fo 
microvolumes; that fixation generally increases with the air supply 
and that the surface and not the volume of the solution is important for 
the fixation (Witson, J. a. P., 1940). The data of the authors quote¢ 
have also been objected because of the respiration of Azotobacter bei 
expressed in terms of Po, (Fire). When Mreyrruor and Burk published 
their results stressing the influence of Po, on the metabolism of Azoto 
bacter twenty-five years ago, this problem did not arouse any interest 


Il. It was established that Azotobacter grown in nutrient solutions 
containing small amounts of organic material (< 0.1 g/L) has an obvious 
tendency to thrive at a distance from the surface of the solution, that 
is, to withdraw from the source of O, (TSCHAPEK a. GARBOSKY). . 


It was found later, that Azotobacter develops a series of films withir 
such diluted solutions, offering an interesting case of the biological 
formation of Liesegang “rings” (TscHapEk a. GrampBract). The depth 
at which the films are formed was found to be a function of two variables. 
concentration of the organic substance and concentration of O,. Com 


tine), and Dr. Sc. Nat., member of the Lab. of Microbiology and Biochemistry 
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aring the depth at which the formation of films occurs in soil extracts 
nd standard solutions (containing a fixed amount of organic substance), 
t is possible to determine the sum total of organic substances available 
o Azotobacter, expressed in glucose, mannitol, or other compounds, or 
imply in calories (TSCcHAPEK, GARBOSKY a. GIAMBIAGI). _ 

By its behaviour towards O, Azotobacter cannot be placed among the 
trictly aerobic microorganisms, but rather among the micro-aerophi- 
ous. Azotobacter does not grow in the absence of O,, for which reason it 
annot pertain to the facultative anaerobic organisms, although its 
ehaviour is very similar. 

Concerning this point it is of interest to quote the opinion of Braun on the 
behaviour of the facultative anaerobes with regard to O,: ,,Untersucht man die 
Atmung fakultativ anaerober Bakterien in Medien, die ungleiche Mengen einer 
Kohlenstoffquelle enthalten, welche aerobes, aber nicht anaerobes Wachstum ge- 
stattet, so stellt man fest, da, je niedrigere Konzentrationen der Kohlenstoff- 
quelle den Bakterien zur Verfiigung stehen, um so geringere Mengen von Sauer- 
stoff optimal sind.‘‘ Fire considers that at small values of Po, Azotobacter 
behaves like an anaerobic microorganism, as may be concluded from the amount 


of CO, produced by respiration, which is considerably higher than the amount of 
O, consumed. f 


The difference in behaviour shown by Azotobacter in dilute solutions 
of organic substances (< 0.1 g./l.) in comparison with its behaviour in 
concentrated solutions of common use in the laboratory (10—20 g./L.) 
on the one hand, and the small amount of substances available to 
Azotobacter in the soil, on the other, led us to investigate the metabolism 
of this microorganism in dilute solutions. 

The fluid covering soil particles, which represents the nutrient medium 
for microorganisms, is in a bidimensional liquid state, i.e. in a state of 
a film of reduced thickness (< 100 u.). There is no doubt that the pro- 
perties of these films differ from the solutions commonly prepared. in 
the laboratory, among others, in the following respects: a) the soil 
fluid contains a several thousand times lower amount of organic 
substance; b) it is known that the activity of enzymes depends on the 
concentration of the substratum (i.e., nutrient organic substance). 
Thus, all the formulae of enzymatic activity, beginning by the well- 
known one of MicHaEtis a. MenTEN and ending by the modern ones 
(Aranastev a. InmNa), include the concentration of the substratum ; 
ce) in such films an equilibrium between the nutrient medium and the 
gaseous phase is established at a faster rate than with larger volumes. 
This was shown in a very ingenious manner by ELLINGER a. QUASTEL. 
Although the divergence between the artificial conditions in the labo- 
ratory and those prevailing in nature has repeatedly been emphasized, 
the investigation. of soil microorganisms in solutions a thousand times 
more concentrated than those in nature is still in use. 
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It is of interest to quote the opinion of Hastrn@s (see ZOBELL a. GRANT) on this | 
matter: “It always seems to me that we tend to grow microorganisms in the laba 
ratory under conditions which are vastly different from those existent in nature r 
and that therefore the variability and vitality of the organisms, as we study them, 
may be quite different from those in nature.” . | 


III. The investigation of the influence of Po, on the metabolism of 
bacteria in general, and particularly their behaviour in dilute solutions, 
offers great difficulties. The main one consists in obtaining a state of 
equilibrium between the solution and the gaseous phase. Different 
authors have solved the problem in different ways, e. g., by agitati 
in a WaRBuRG apparatus (WARBURG 1926) although the depth of the 
solution was also decreased; bubbling through the relevant gas (FIFE). 
or, finally, employing an adsorbent of large surface (ELLINGER a 
QuasTEL). The ratio surface to volume in a system that is in an ideal 
equilibrium should not be important. r 


The method we applied differing from others, we are giving its description. The 
experiments were performed with solutions of low concentration of organic sub- 
stance (0.01—0.03 g./l.), in small sterile flasks of 2.5 cm. in diameter and 5 cm.? in” 
volume. Into each flask 0.20 cm.’ of the nutrient were poured, containing aproxi- — 
mately 2—4.10° germs, that is to say, about 1 to 2 million per ml. The solution 
had aproximately 1 mm in height. We used a thin film of solution, because in it 
the equilibrium with the gaseous phase is reached at a faster rate. The little flasks 
were placed in exsiccators in which a part of the air was replaced by N, or O, until 
a certain gas composition was reached. In order for the gaseous composition of th e 
desiccator to remain constant a vacuum-fat’ was used, and a small vacuum of 
40 mm. Hg. was produced in them. When the total pressure was higher than 1 atm., 
the little flasks were placed in a metal apparatus, thus allowing to experiment at 
high pressure. Whenever the Po, was higher than 0.80 atm., the experiments 
were performed with compressed air. For instance, for Po, = 0.80, 1.0 and 1.20 atm., 
the total pressure of compressed air was 4, 5 and 6 atm. In all cases Po, was 
> 0.20 atm. Owing to the fact that it is difficult to determine the CO, and O., 
products of metabolism of bacteria in dilute solutions, we decided to employ the 
count method by means of a Neubauer chamber, calculating the amount of 
glucose consumed by the micromethod of Park a. JoHNsoN. To avoid aggregation 
of bacteria, 5 liters of air were bubbled through a Pasteur pipette before 
counting. As a rule, we worked with twenty-four hours old slope cultures on ~ 
a medium of the same concentration as used in the experiment. The source 
of the strains was the Division of Microbiology of Rothamsted Experimental 
Station Harpenden, England. Thé mineral salts of the solution were the Sloe 
in grams per liter: K,HPO,+KH,PQ, ... 2.0 (py: 7.3); CaSO, ... 0.1; MgSO, ... ; 
NaCl ... 0.20; Na,MoO, ... 0.04; FeCl, and MnS0, ... traces. Before ateuilining ‘OH 
solution was filtered while still hot through a fine filter (of the type used for Barium), 
because the sediment makes counting difficult. No absorbing substances were used 
for CO, because of the fact that although the total CO, of metabolism (approxi- 
mately 8- 10-®g.) remains in the small flasks, the concentration of this gas does 
not become higher than double its usual concentration in the atmosphere (0.03%). 


IV. The Po, influences not only the intensity of respiration of Azoto- 
bacter, but also the fixation of Ny, although the mechanisms of these 
two processes are probably independent. In media containing nitrogen, 


q 
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-fixation by Azotobacter does not take place, whereas respiration does. 

ultures, to which organic substances are added periodically, show that 

xidation proceeds, whereas the fixation of N, does not (FEDOROV, 1953). 
From the energetic point of view fixation must follow respiration. 

In the process of N-fixation the molecules of O, and N, do not com- 
pete, for which reason what really matters is not the percentage of O, 
but its partial pressure. The work of Witson a. FRED, of Burk and 
MEYERHOF a. Burk also shows that O, is not a specific inhibitor of 
fixation. 

The negative influence of Po, on the fixation of N, by Azotobacter 
would be easy to explain by the increase of the oxidation of organic 
substance at high O,-tensions. In this case, there would not be any 
organic substance available for Azotobacter to build up its own body 
(Witson a. Burpgis) and, hence, it could not reproduce itself. But if at 
these high pressures the intensity of respiration decreases, it is more 
difficult to explain the cause of the negative influence of high partial 
pressures of O, on N-fixation. According to OMELIANSKY, under habitual 
conditions (10—20 g./l., and Po, = 0.21 atm.), Azotobacter oxidizes 80% 
of the organic substance, and only 20% remain for the building of the 
body. In solutions containing small amounts of organic substance, this 
reaction probably changes favouring the formation of the body (WakKs- 
MAN a. GAREY, ZOBELL a. STADLER). The negative influence of the high 
partial pressures of O, cannot be explained by the presence of CO,, since 
very high concentrations of the latter are required to arrest respiration, 
as will be seen later on. For plant cells—according to the data given by 
Kipp—only large amounts of CO,, such as 30—50%, are capable of 
reducing the intensity of respiration. It is obvious then that the problem 
of the influence of Po, on the fixation of N, in Azotobacter is intimately 
linked with the problem of the respiration. 

The respiration of cells in general, and of microorganisms in parti- 
cular, has often been discussed in the literature. It is clear that the 
problem cannot be solved in a general way. The intensity of respiration 
depends on many factors, such as: a) the concentration of the organic 
substance in solution and its capacity of permeation (diffusion into the 
cell), as well as its facility to become oxidized; b) the concentration of 
O,, its capacity of penetration into the cell and the velocity of activa- 
tion; c) the physical properties of the cell, its size and wall density, 
through which both reactants (O, and organic substance) diffuse and, 
finally; d) the concentration of the products of metabolism. It has 
already been established that the intensity of respiration is in a direct 
relation to the concentration of the organic substratum, provided that 
the cell is not saturated but in a condition of hunger (GEIGER-HUBER; 
Kostnsk1; TAYLOR, ZOBELL a. GRANT). Different authors give different 
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values for the limit of saturation, but in general it is below 0.1 g./K | 
It is well-known that penetrability or diffusion of the substances” 
into the cell depends on the size of the molecules (DANTELLI a. Davson) 
Hence, for substances which are not affected by theaction of ectoenzymes, 
the lower the molecular weight, the higher the penetrability. It is logical 
to assume that different organic substances have a different suscepti: 
bility to oxidation, and there are indications that the influence of the” 
Po, depends also on such a susceptibility (WAKSMAN a. REnn). 
Concerning the role of Po, in the respiration of microorganisms i 
general, and of Azotobacter in particular, the opinions differ. There is 
also adivergence of opinion among workers, regarding the problem of the 
existence of an O, gradient between protoplasm and external solution 
(BucHaNnaN, PriiicER, THUNBERG). Many are willing to agree that the 
greater the size of the cell, and the greater the thickness and density 
of its wall, the greater will be the possibility of the existence of that 
gradient (HeNzE, Tan@). Some authors, following WarBuRG a. KUBO- 
witz accept the view that Po, has no influence on the intensity 
of respiration of cells saturated with organic substance. These authors 
believe. that a very low sid of the order of 10-° atm., is eae ‘ 


of Po, depends on the ratio concentrations of enzyme to O,. When the 
concentration of the former increases, while that of O, remains constant, 
the latter becomes insufficient to maintain respiration at a high rate, 
and thus becomes the limiting factor. 

A similar approach was presented by GERARD, who ‘states that the 
influence of Po, depends on the relation between the concentrations of 
O, and that of organic substance. GrRARD and RASHEVSKY, accepting 
the principle of. independence of respiration from Po, explain the in- 
fluence observed experimentally by the difficulty of penetration of O, 
into the cell. The former author attributes such a dependence to the low — 
coefficient of diffusion, whereas the latter attributes it to the low pene- 
trability of the wall to O,. ZopELL a. SrapLER established that the Po, 
has no influence on the respiration up to a concentration of 34.5 mg./l. — 
This was determined by adding to sea-water 0.1 g./l. of glucose. Without 
the addition of glucose the intake of O, depends on Po, and the higher 
the concentration of O,, the more is taken in. Tang compared the data 
of various workers and established that the intensity of respiration — 
depends, in many cases, on Po, and that this aS Eee satisfies the 
adsorption equation of LaN@MutR. | 
- The influence of Po, on the respiration of Azotobacter was investigated — 
by Mryzruor a. Burk and Mryrrnor a. Scuutz; also by Brom and 
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FE. The last author found that respiration of Azotobacter does not 
inish with an increase in Po, but, on the contrary, increases. Accord- 
g to the former authors, the respiration of Azotobacter is maximum at 
0, = 0.15—0.17 atm., and the intensity of respiration decreases both 
ith an increase and a decrease of Po,. GEorem a. Wriison found that 
e respiration of Rhizobium increases with an increase of Po,. Assuming 
at the metabolisms of Rhizobium and Azotobacter are similar, the 
sults of the one can be applied to the other. PARKER lastly corroborated 
URK’s experiments. 
The respiration of bacteria represents a bimolecular reaction and, in 
e case of Azotobacter—as was established by BuRK—an inhibition takes 
lace at higher concentrations of both reactants, i.e. glucose and O,; 
r, as Burk himself states: ‘““The case of Azotobacter respiration is 
specially interesting as a bimolecular reaction involving two substances 
here high substrate concentration inhibition is given by both reactants ; 
xygen and glucose, and to fairly high powers of each’. In the inhibition 
henomenon these two reactants (organic substance and oxygen) show 
dependance made obvious by the observation of Lrzsmcanes “rings” 
TScHAPEK a; GramBract). The higher the value of Po,, and the lower 
he concentration of organic substance (C,), the greater is the inhibition. 
+ is interesting that the dependance between Po, and C, occurs not 
nly in the metabolism of Azotobacter, but also in other bacteria. To 
his type of phenomenon probably belongs also the existence of an 
ptimum concentration of ammonium sulphate in the metabolism of 
itrosomonas in the habitual conditions, i.e. at Po, = 0.21 atm., 
Mryernor 1916), Burk believes that the inhibitory influence of one 
f the two reactants, when its concentration increases, may be explained. 
n the basis of contact catalysis, if one accepts the premise that the 
nteraction between O, and substratum occurs only in the surface of the 
sorbing catalyst. The oxidation enzymes would operate in a similar 
manner. LANGMUIR has described cases of identical inhibitory action of 
one of the two reactants, when its concentration increases. If this notion 
is accepted, then the selective adsorption of O, by an enzyme could 
explain the paradox that for the normal respiration of a microorganism, 
O, must be present in concentrations as low as 1000 times less than 
would correspond to its stoichiometric relation. Since in all conditions. 
the O, will be adsorbed selectively, a question naturally arises. Both 
glucose and O, are adsorbed in a molecular state, but the substratum 
may be not in a molecular state only but also as active anion and cation. 
The enzyme that performs the role of adsorbent must have its own 
charge, and in consequence the charge of one of the reactants (organic 
substance) should not be indifferent. If the capacity of the substra- 
tum to be adsorbed could be changed, the limit of inhibition by the 
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O, should then be shifted. Thus it would be very important % D 
establish the degree in which the theory of contact catalysis is applicable 
to explain the inhibition of respiration of Azotobacter by Oy. j 
V. From a study of earlier experimental data we began the analysis 
of the rate of intake of glucose by Azotobacter, at different Po, values 
(Fig. Wns ' 

The curves show that the va 
(m,-m) is in inverse proport 
to Po,, which means that Azoto- 
bacter thrives best at low partial 
pressures of O,. They also offer 
a general picture of the met 
bolism but do not give any i 
of the economy of consumption of 
the organic substratum. The latter 
may be calculated from the num- 
ber of bacteria participating in 
the metabolism. Applying the 
0,20 0,40 0,60 080 40 42 4% 46 formula of multiplication of bas 


P, : 

®z.fatn teria (HINSHELWOOD) 
Fig. 1. Influence of partial pressure of O,(Po,) on 
uptake of glucose by Azotobacter. Amount of nutri- nN — ge k(t—L) 
tive solution used in the experiment: 0,27 em.?. — 


Concentration of glucose in the nutritive solution: ; , a 
0.03 g./1. — Temperature of the culture: 30° C. — and also the formula for the ce 


Duration of experiment: 20 hours and 44 hours. —  eylation of the average function 

The ordinate expresses the quantity of glucose 

consumed in y (initial amount 8.2 y); m, and m are b 

the initial and final amounts of glucose, respectively. } (x) is & 1 | } (x) dx 
— The abcissa expresses Po, in atmospheres, > ba a 


(mp -m) 109° 


it is possible to calculate the average number of germs (%) participati ng 
in the metabolism in the interval t—4,: 


Integrating: 


eM), 


where n, and n indicate the initial and final number of germs; hk is a 
constant whose value is: 


2,3 


k = log — 


- Lis the lag, which we consider as zero owing to the fact that we worked 
with young germs; t—t, is the duration of the experiment. 
The number of molecules of glucose (a) utilized by a germ per second 
was calculated on the amount of glucose consumed (m,-m) and the 


| 
| 
| ; 
| 
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verage number of germs (#) considered : 
(m, —m) N 
n(t—t,) ? 
here: N is Avogadro’s number. 

The curves a > f (Po,) for 20 and 44 hours shown in Fig. 2 characterize 
he intensity of consumption of glucose by Azotobacter at different values 
f Po,. At the same time these curves characterize also the intensity 
frespiration. For Po,= 0.60atm., 
hey are exact but for Po, <0.60 6,0 
atm., they require a correction. 

At Po, = 0.60 atm., multipli- 
cation does not take place, so 
hat the amount of glucose con- 
sumed corresponds exactly to re- 
spiration. This was shown by 
M®&YERHOF and Burk, and has 
been corroborated by us. 

At Po, < 0.60 atm., multipli- 
cation does take place, for which 
reason the glucose consumed 
corresponds: to respiration plus 02 0,4 a Xi) Eb ee 
reproduction. The value of the Por (atm) 
correction for reproduction in Fig. 2. Influence of the partial pressure of O2(Po,) 
dilute solutions is not known on the intensity of glucose consumption by Azoto- 

: bacter. Amount of nutrient solution used in the 
but is probably of the order of experiment: 0.27 cm.*. — Concentration of glucose 
30 40%, ; which leaves 60—70% in nutrient solution: 0.03 g./l. — Temperature of 


culture: 30° C. — Duration of the experiments: 
for respiration. This correction 20 and 44 hours respectively. — The ordinate ex- 


ere ace thaistune otek, 2 team of melaiedl seston 
curve nor the sequence of values. in atmospheres. 

Atthe same time, the direct deter- 

mination of respiration of such dilute solutions and small volumes presents 
great difficulties. From the above it is obvious that the curve a =f (Po,) 
characterizes also the respiration of Azotobacter. Between Po, and the 
intensity of respiration there is a direct correlation up to a value of 
Po, = 0.20 atm., after which it is reversed. 

These data corroborate the conclusions of MEYERHOF a. BURK, con- 
tradicting those of F1rn, according to whom the intensity of respiration 
of Azotobacter increases up to a value of Po,: 1 atm. The opinion of the 
latter author, that Azotobacter is able to grow anaerobically has not been 
confirmed; as a matter of fact Azotobacter is unable to grow in the ab- 
sence of oxygen. Then, the inhibitory action of high partial pressures 
of O, cannot be explained, at any rate, by an increase of respiration, 
and, in consequence, a decrease of organic substance necessary for growth. 
26 
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It is interesting to note that in a 0.03 g./l. solution of glucose, about 
10" molecules of the sugar collide against the surface of each Azotobacter 
cell every second, and that at the same time only 10° are assimilated, 

Burk pointed out that in the processes of respiration of Azotobacte 
it is not possible to apply the mass action law because of the fact that 
to an increase of Po, corresponds not an increase but rather a decrease 
in respiration. The application of the mass action law in biological pro= 
cesses is restricted. The curves of the ratio velocity of metabolism to 


ture, etc.,) passes through a maximum point that corresponds to the 
optimum quantity of the relevant factor. For this reason all the for- 
mulae deduced on the basis of the kinetic theory are ont applnale 
biological processes within certain limits. 

By simplifying the chain of redox reactions it is possible to show 
that there exists a dependance between Po, and the velocity of respira- 
tion for limited variations of Po,. The two following reactions summarize 
the respiration of bacteria: 


Vi pat 

HW, => HO, 
V; ; ‘ 
EO, +S —> # +. 80,, a 


where # and HO, represent the reduced and oxidized enzyme, respec: 
tively, while S is the substratum, and V, and V, the velocities of oxida 
tion and reduction. te 


Assuming that both reactions are practically irreversible, we may 
write: 
Va = WG Cr Co, 
Vz, = K,Czo, Cg , . ! 
where Co,, C's, Cz and Co, are the concentrations of O,, carbohydrate 
and reduced and oxidized enzyme; K, and K, are constants of oxidation 
and reduction. When a condition of equilibrium has been reached, 
V, = Vz, and replacing K,/K, by K we obtain: 
oo _ Pek Ante 5! 
Czo, + Cz Co. + KCg * 
The first member of this equation represents the intensity of respiration 


A/Ao where Ao expresses the intensity of maximum respiration. Sub- 
stituting it for its value we obtain: 


A Ay Co, 
A, hee Co, Sis KC, 


From this formula it follows that when KCs < Co,, to an increase ot 
Co, corresponds an increase in A/Ao, i. e., the intensity of respiration 
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increases. When Co, is a function of Cg, this formula becomes 


K 


Co, a Cs E 1 
aa 


Solving this formula for two concentrations Co, and for a certain value 
of A/Ap it is possible to eliminate not only A/Ao but also K, thus leaving 


in other words, to maintain the same intensity of respiration, for every 
variation of Co, there should correspond a similar variation of Cs. 


Burk found that at 10g./l. the maximum velocity of respiration 
ocurred at Po,: 0.15 atm., whereas at 28 g./l.it ocurred at Po,: 0.21 atm. 


As has already been stated, only high partial pressures of CO, according 
to Kipp, influence the velocity of 
respiration of plant cells. This may 
be understood by the fact that 
oxidation of C to COQ, is an irre- 
versible reaction. In the soil air 
the concentration of CO, may 
attain the proportion of 10% or 
even more (GIESECKE), and it was 
therefore deemed of interest to 
investigate the influence which 
high values of Poo, have on the 
intensity of consumption of glu- 


- Log. Foon (atm.) 


cose at Po,: 0.21 atm., and 0.60 
atm. The curves resulting from 
this experiment have been plotted 
in Fig. 3. 

As may be seen in both cases 
(with multiplication of germs—at 


Fig. 3. Influence of the partial pressure of CO.(Pco,) 
on the respiration of Azotobacter. Amount of nutrient 
solution used in the experiment: 0.2 cm.*, — 
Concentration of glucose in the nutrient solution: 
0.03 g./l. — Temperature of the culture: 30° C. — 
Duration of the experiment: 48 hours. — The 
ordinate expresses glucose consumed with relation 
to air. — The abcissa expresses the Log. of Pgo, in 
atmospheres. — At Po, = 0.60 atm., the glucose 
consumed corresponds practically to the respiration 


due to the total absence of reproduction. 


Po, = 0.21 atm., and without 
it—at Po, = 0.60 atm.), Poo, has 
little influence on glucose consumption, i. e. on respiration. Practically 
up to Pco,: 0.10 atm., it influences less than 10%, and only at Pco,: 
0.30 atm., does a significant decrease take place. 

We shall discuss at this point the data on multiplication of Azotobacter 
at different Po, vaines. The countings were made after the stationary 
phase, i.e. when the energy substratum had been used up. The curve 
n/n, = f(Po,) in Fig. 4 clearly shows that with an increase of Po,, n/no 


decreases n, and 7 are the amount of cells per unit of volume of initial 
26* 
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and final culture, respectively). Glucose was also determined for the 

calculation of the degree of utilization of useful energy. 
a 

M,—™m™ ’ 

(where m, and m are the initial and final amount of organic substance) 

given in Fig. 5 indicates the increase in number of cells when 1 g. 

organic substance (glucose) has been utilized, and reaches its maximum 
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Fig. 4. Influence of the partial pressure of oxygen (Po,) on the multiplication of Azotobacter. Amo’ 
of nutrient solution used in the experiment: 0.2 em.*, — Concentration of glucose in the nutrient sol 
tion: 0.03 g./l. — Temperature of the culture: 30°C. — Duration of the experiment: up to maxim’ 
population. — The ordinate expresses n/n,, where ny and n represent the initial and final number 

of bacteria, respectively. — The abcissa represents Po, in atmospheres. 


Fig. 5, Influence of the partial pressure of oxygen (Po,) on the maximum population of Azotobaci ' 
Amount of nutrient solution used in the experiment: 0.2 em.*. — Concentration of glucose in 
nutrient solution: 0.03 g./l. — Temperature of the culture; 30° C. — Duration of the experiment: 


m—n 
to the maximum consumption of glucose. — The ordinate expresses the quotient hae where 
= 


Ny and n represent the initial and final number of bacteria, and M, and m, the amount of initial and 
final glucose, With this formula, the number of cells obtained per gram glucose consumed may 
calculated. — The abcissa expresses Po, in atmospheres. 


0.03 atm.). Fig. 6 represents the curve of utilization of useful ener 
(R), per centum referred to a Po, = 0.21 atm. | 
As the curve shows, the lower the Po, the higher the utilization of 
energy. 5 
In order to appraise the importance of size and molecular and ion 
state of the molecule of organic substance on the respiration of Azoj 
bacter at Po,: 0,60 atm., this organism was provided with the followin 
organic substances: a) ethyl alcohol, whose molecular weight (46) appro 
ximates that of oxygen (32). — b) sodium benzoate (NaC,H,;0,) as acti 
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anion. — ¢c) dimethylamine [(CH;),NH] as active cation. — Solutions 
of 0.03 g./l. of each of the above substances at a partial pressure of O, 
of 0.60 atm., were inoculated. As in the case of solutions of glucose of 
identical concentration, no multiplication was observed. In other words, 
it was not possible to shift the limit of inhibition of O, beyond 0.60 
atm. The fact that the inhibitory action of O, is independent of the 
molecular weight and charge of the organic substance is an indication 
of the complexity of the mechanism of such inhibition. 

VI. The attempts during the last 50 years 
to enrich the soil in nitrogen fixed by 
Azotobacter, have not met with success.  *? 
The failure of the experiments performed 
with Azotobacter under natural conditions 
by numerous workers, such as TURCHIN 
in Russia, SrOcKLI in Switzerland, PocHon 
a. CHALAUST in France, ALLISON in the 
U.S.A., Scuwipt, LrescH and Matrt- 
SCHEWSKYinGermany,JENSENinDenmark — 100 
and VIRTANEN in Finland, gave rise to 
much pessimism concerning the final 
outcome of such attempts. Recently the 
great avidity of Azotobacter for water has 


400 


0,2 04 


06 08 140 42 
Fo. (atm.) 


been taken into account; it was thus 
established that its distribution in nature 
was in the first place connected with the 
humidity of the soil (Miscnustin, SuscH- 
KINA). The discovery of Azotobacter in the 
depth of the soil (GENKEL a. SILIN), on 
the bottom of lakes (SuSCHKINA), under 
asphalt in the cities (TscHAPEK a. GAR- 


Fig. 6. Influence of the partial pres- 
sure of oxygen (Po,) on the energetic 
yield of Azotobacter (A. chroococcum 
and A. vinelandii). Amount of nutrient 
solution used in. the experiment: 
0.2 em.*. — Concentration of glucose 
in the nutrient solution: 0.03 g./1l. — 
Temperature of the culture: 30°C. — 
Duration of the experiment: up to 
maximum consumption of glucose. — 
The ordinate expresses energetic yield 
(R) relative to air (100), obtained by 


means of the quotient n-n,/m -m.— 

The abcissa expresses Po, in atmo- 

spheres. Po, = 1.0 and 1.2 atm., were 

obtained compressing air at 5 and 
6 atm., respectively. 


BOSKY), is a further evidence of its avidity 
for water and its specific requirements 
for development. The report by GENKEL 
that the number of Azotobacter cells found 
on the bottom of ponds is four times as great as in the commercial 
preparations of Azotogen caused surprise. Since water and air in the 
soil are antagonic, excess of humidity means poor aeration. And on the 
bottom of lakes where Azotobacter seems to be abundant, aeration does 
not exist. There is therefore, a discrepancy between the consideration 
of Azotobacter as a strictly aerobic microorganism, capable of deve- 
lopment only in the solution air interface, and of its occurrence in 
nature. It is a current opinion that bacteria in dilute solutions of organic 
substances develop best attached to a surface where organic substances 
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are supposed to concentrate by adsorption ZoBELL (1943). From this 
viewpoint, the abundance of Azotobacter on the bottom of small lake 
and ponds could be explained, but not its absence from the upper lager 
of soils and its abundance in the lower ones. It is also questionab! 
whether all organic substances are positively adsorbed on the surfac 7 
of (hydrophilic) clayish minerals. + 

The tillable horizon of soil with its porosity of up to 60%, low hum 
dity and high aeration, offers an unfavourable medium for the develop 
ment of Azotobacter. In this horizon Azotobacter can only occur ephemera. 
The lower, damper and less aerated horizons on the contrary offer bette 
conditions for development. Azotobacter should develop better in soils 
that are very damp (irrigated and flooded). It is of interest to point o t 
that, in a search for better methods of inoculation of Azotobacter in th 
field, it has been found (AVDOoNIN a. CHuDIAKovA, Trans. Congr. So 
Microbiol.) that such inoculation is more effective when the culture is 
inoculated in lumps of soil up to 4m. in diameter before spreadin 
Can the success of this method be explained by the fact that the inn 
portions of the lumps are less aerated. 

In any case, there is no doubt that the problem of the utilization 
Azotobacter for agricultural purposes is handicapped, not so much i 
the lack of energy material, but, rather by the lack of optimum condi 
tions, characterized by low aeration and high humidity. The a 
seems a paradox, since the great aeration of the soil is always considere 
indispensable for high yields. However, it is necessary to emphasize 
that, to demand a great aeration is superfluous because if such demand 
were justified for industrial purposes, where the energy substrate is 
high in concentration (RAHN; RAHN a. RICHARDSON), it would not be 
justified in the soil where such energy substances are only present in 
concentrations as low as mg./I. 


f 
} 
Summary. ; 

1. Starting from the fact, previously established, that the concentra- 
tions of organic substances available to Azotobacter in the soil allows its 
growth only within the solution and not in the surface, its metabolism 
at low concentrations of organic substance (0.010—0,030 g./l.) and at 
different Po, values was investigated. 

2. The experimental data show that multiplication of Azotobacter and 
energetic efficiency increases with lowering Po,. 

3. The consumption of glucose per cell per second increases with the 
increase of Po, up to a value of 0.20 atm., after which limiting value 
the relation is reversed. 

4. The content of CO, in the gaseous phase does not up to 0.10 atm., 
diminish the intensity of respiration of Azotobacter. 
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5. The invariability of the limit of inhibitory action of Po, when 
Azotobacter is fed with organic substance in the molecular or ionic state 


(active anion and cation) permits to explain the complexity of this 
inhibiting mechanism. 


6. The difficulty in utilizing Azotobacter to advantage in agricultural 
practice lies in the fact that in the tillable horizon of soil there are no 
suitable conditions for growth of Azotobacter (high aeration and low 
humidity). Azotobacter utilizes energy sources better at a low Po,, 
for which reason flooded and irrigated soils, as well as deeper layers, 
are favourable for its development. 
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Zellteilungsfolge und Variabilitit bei Diatomeen. 


Von 
FRIEDRICH HUSTEDT. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 26, Februar 1956.) 


Soweit die Auxosporenbildung von Diatomeen bekannt ist, zeichnen 
sich die Sporangialzellen (Abb. 1) wie auch die folgenden Erstlingszellen 
(Abb. 2) durch eine ,,vereinfachte“ Zellform aus; das bedeutet, daB z. B. 
Arten, deren ,,Typus“ in den vegetativen Zellen mit transapikalen Ein- 
schniirungen auftritt, in den Sporangialzellen keine Einschniirungen 
zeigen, oder daB Schalen, die in vegetativen Zellen wellige Rander be- 
sitzen (Abb. 3), in Sporangialzellen glatte, nicht gewellte Rinder zeigen 
(Abb. 1) und dadurch oft zur Aufstellung besonderer Varietaten oder 
gar neuer Arten gefiihrt haben. Die Zellwande der Sporangialzellen sind 
im allgemeinen dicker und starker verkieselt als die der normalen Zellen, 
und so muB sich die Frage (1) erheben, wie aus den nachfolgenden Zell- 
teilungen transapikal eingeschntirte Zellen hervorgehen konnen, bzw. in 
welchem Verhaltnis die Transapikalachsen der Tochterzellen zur Trans- 
apikalachse der Sporangialzelle stehen. Aus der Klarung dieses Punktes 
ergeben sich zwei weitere Fragen: Wie erklart sich (2) die Variabilitat 
von Arten mit gewellten Schalenraindern und (3) handelt es sich hierbei 
um ,, Varietaéten‘ im eigentlichen (genetischen) Sinne oder nur um Form- 
veranderungen, die sich aus dem Verlauf der Zellteilungen ergeben, also 
gesetzmaBig in den Entwicklungsgang der Art gehoren und dann auch 
nicht benannt werden dirfen? 

Bereits in meinen friiheren Arbeiten habe ich im Gegensatz zu einigen wenigen 
Autoren derartige Benennungen, die lediglich auf Grund von mehr oder minder stark 
ausgepragten transapikalen Hinschniirungen erfolgt waren, abgelehnt, weil ich darin 
nur quantitative Differenzen sah und sie nicht als qualitative Merkmale anerkennen 
konnte, die allein berechtigt sind, den Formen neue Namen zu geben. 

Diese Ablehnung geschah bisher auf rein empirischer Grundlage, ohne 
daB dafiir der statistische Nachweis erbracht wurde; letzterem sollen die 
nachstehenden Ausfiihrungen dienen. 

Besonders in der Gattung Hunotia E. kennen wir eine Anzahl Arten, 
die durch mehr oder weniger stark gewellte Dorsalraénder ausgezeichnet 
sind (Abb. 1—3). Die Zellteilungsfolge ist auf die Lange der Apikalachse 
nur insofern von EinfluB, als sie ihre allmahliche Verktirzung in den 
folgenden Tochterzellen bedingt, die sich auf die Schalenform durch Ab- 
nahme der Anzahl der Wellen auswirkt. Am bekanntesten diirfte 
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die Reihe der von EHRENBERG benannten Hunotia-Arten sein: Hum, 
polyodon, icosodon, scalaris, prionotis, serra, dodecaodon usw. bis tetraodon, 
die von Ratrs spater als Hun. robusta zusammengefaBt wurden, Ich habe 
bereits bei der Bearbeitung der Gattung in den ,,Kieselalgen“’ (1932, 
Bd. 2, S. 273) darauf hingewiesen, daB diese Formen EHRENBERGs in dé 4 
Entwicklungsgang der Art geh6ren und deshalb auch — mit Ausnah me | 
von zwei Formen — nicht als Varietaéten beibehalten werden kénnen. | 
Statistische Angaben liegen bisher nicht vor, im Hinblick auf die spateren | 
Ausfihrungen ist es aber wiinschenswert, sie als Vergleichs- und Beweis- 
material heranziehen zu kénnen. Die Angaben sind aus zwei verschie-| 
denen Materialien entnommen, die beide die Art massenhaft enthaltem | 
Das Material zu 1 stammt aus einem fossilen SiBwassersediment von 
Taunton, Mass., USA, Probe 2 ist rezentes Material aus einem Teich D 
Finnland nahe dem Stadtchen Kajana. In den Tabellen bedeuten: 
LI, Schalenlinge, als Sehne von Pol zu Pol gemessen, W Anzahl der 
Wellenberge, BT’ Breite der Schale in den Wellentalern, BB Breite in| 
den Wellenbergen, WW Weite. der Wellen, gemessen von Scheitelpunkt| 
zu Scheitelpunkt zweier benachbarter Wellenberge. Alle Messungen 
wurden moglichst nahe der Schalenmitte vorgenommen, ausgedriickt in lt. : 

: J 


| 
; 
: 


Tabelle 1 und 2. Hunotia robusta. Grenzwerte des Materials : 
von Taunton (1) und Kajana (2). : | 
a q 
iE Ww BT BB ww : 
1 91 13 12 15 7,6 [ 
68 10 i 14,5 8,8 
60 9 WU 14,5 10 : 
40 5 10 13 9,5 : 
2 171 22 18 19 6,5—8,5 4 
160 20 14,5 15,2 7,6 : 
148 19 17,5 19 6 
97 ll 14 16 9 ; 
63 4 13,5 16 11 
70 4 14,5 18 14 


t 


In Tab. 1 fehlen die groBen, vielwelligen Formen, die in dem von mir 
durchgesehenen Praparat — wohl nur zufallig — nicht vorhanden sind, 
die vier erwihnten Formen entsprechen der unteren Halfte in Tab. 2, 
In der ersten Form der Tab. 2 waren die dorsalen Wellen sehr unregel- 
maBig voneinander entfernt, die Weite schwankte wie angegeben von 
6,5—8,5 uw. Scheinbare geringe UnregelmaBigkeiten in den Tabellen er- 
klaren sich dadurch, daB die Individuen zwar demselben Material ent- 


stammen, aber selbstverstandlich auf verschiedene Auxos 


poren zuriick- 
gehen. ; 


‘ 
< 
4 


5 
7 
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Aus den beiden Tabellen ergeben sich folgende SchluBfolgerungen: 


_ 1. Die Verkleinerung der Zellen — Verkiirzung der Apikalachse — geschieht 
lediglich auf Kosten der Anzah| der dorsalen Wellen. Die Weite der Wellen erleidet 
keinerlei Einbu8e sondern sie ist im Gegenteil bei den kleineren und wenig welligen 


Individuen nicht nur relativ sondern auch absolut gréBer als bei langen und mehr- 
welligen Formen. 


2. Die Verkleinerung geschieht im wesentlichen durch Verkiirzung der A pikal- 


achse, wahrend die Breite der Zellen in transapikaler Richtung relativ weniger 
abnimmt. : 


Die in diesen beiden Sitzen ausgesprochenen Tatsachen sind uns empirisch be- 
kannt, bieten also nichts Neues, trotzdem sollten sie hier statistisch festgelegt 
werden, weil einige Autoren immer noch solche Formveranderungen, die sich aus der 
Zellteilungsfolge ergeben, mit Namen belegen und die Synonymik mit iiberfliissigem 


Ballast fiillen. 

Die statistische Betrachtung der Schalenbreite in den Wellentalern 
und -bergen fiihrt uns dagegen zu neuen Erkenntnissen, die zur Beant- 
wortung unserer ersten Frage beitragen. Vergleichen wir die Werte der 
Spalte BT mit den unter BB gegebenen Werten, so lat sich deutlich 
erkennen, da die Differenz BB—BT mit Abnahme der ZellgréBe und 
Wellenzahl eine absolute Steigerung zeigt; wahrend sie sich bei den 
groBen Individuen um 1 yu bewegt, liegt sie bei den kleinen um 3. Das 
tritt noch deutlicher in Erscheinung, wenn wir diese Differenz relativ im 
Verhaltnis zur Schalenbreite in den Wellentalern ausdriicken; wir er- 
halten in Tab. 1: 25, 32,7, 32,7, 30%; in Tab. 2: 5,5, 5, 8,6, 14,3, 18,9, 
24%. 

Das heiBt: Die Abnahme der Zellgro8e im Laufe der Zell- 
teilungen ist mit einer Steigerung transapikaler Einschni- 
rungen verbunden, oder, anders ausgedriickt, die der Sporangial- 
zelle nahestehenden Zellen sind durch flachere, die jiingeren 
Tochterzellen derselben Generationsreihe durch starkere 
Einschniirungen ausgezeichnet. 


Die in Tab. 2 gegebene Reihe ist nicht vollstandig; es fehlen ins- 
besondere die Sporangialschalen, die ich im Material nicht gefunden 
habe. Die Schalen mit 160 und 171 Lange stehen jedoch den Spo- 
rangialschalen sehr nahe und die geringe Differenz zwischen BT und BB 
148t schon den SchluB zu, daB sie in der Auxospore gleich 0 ist, wie sich 
aus den Beobachtungen bei einer weiter unten zu behandelnden Art 
ergibt. 

Ebenso wie Hun. robusta Ralfs verhalt sich auch Hun. subrobusta Hust., 
die im Gegensatz zu der erstgenannten, nordisch-alpinen Art bislang nur 
im tropischen Stidamerika gefunden wurde. Ich beschranke mich in 
Tab. 3 auf die Angabe der gemessenen Grenzwerte von drei verschiedenen 
Standorten: a) Demerara River in Britisch Guyana, b) Igarapé de Mara- 
pata, c) Lago da Cachoeira do Rio Arua, die beiden letzten Standorte in 
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die Differenz BB—BT, Spalte 7 (D%) die Differenz im Verhaltnis zur 
Schalenbreite in BT’. 


a) 121 11 8,5 10,5 9 2 23,5 
57 5 7,6 11,5 13 3,9 51 
b) 118 9 9 12,5 11 3,5 39 
| 61 5 10 15 15 5 50 

e) | 102 7 11 15 12—15 4 36,3. 
ieee 3 7,6 12 14,5 44 | 658 


Wir stellen auch hier in allen Fallen fest, daB mit der Verktirzung der 
Apikalachse eine Abnahme der Wellenzahl, aber ein Ansteigen der Wellen: 
weite wie der Wellentiefe verbunden ist. 


Von weiteren Arten, die sich durch dieselben Variationsreihen auszeichnen, sei 
nur noch Lunotia camelus E. erwaihnt, die von EHRENBERG (1843) vollig eindeutig 
abgebildet wurde. GRuNow (1865) gab spater eine Variationsreihe der Art, die auch 
eine vierwellige Form einbegriff, wahrend ich selbst (1911, 1913) weitere Reihen 
abgebildet habe, die spater durch FRENGUELLI'(1933) noch erginzt wurden. Auc 
ohne statistische Messungen sind diese Variationsreihen ein klarer Beweis, daB alle 
diese Formen den Entwicklungsgang einer einzigen Art, der Hun. camelus E., dar- 
stellen, die sich, wie schon Grunow (1865) bemerkt, von den undulierten Formen: 
der Lun. pectinalis (Kiitz.) Rabh. ,,leicht durch die kleinere, schmalere und ge- 
bogenere Gestalt‘ unterscheiden. Trotzdem hat Bure (1939) die mehrwelligen 
Formen von der zweiwelligen Hun. camelus KE. spezifisch getrennt und zu Hun. 
pectinalis (Kiitz.) Rabh. gestellt und in diesen Formenreihen ein erhebliches Durch- 
einander geschaffen. Er bemerkt dazu (S. 430): ‘““My division in one short form with 
two undulations and one more elongated with four waves, both of them with direct 
derivation from /. wndulata-camelus, may be taken as a genetically better founded”. 
Tatsachlich haben Lunotia pectinalis und Eun. camelus nichts miteinander zu tun, 
und es ist absurd, phylogenetische Zusammenhange konstruieren zu wollen, wenn 
sich die vollig differenten Variationsreihen zweier Arten gesetzmaBig aus der Zell- 
teilungsfolge ergeben und diese Reihen bereits von mehreren Forschern dargestellt 


wurden. 

Die Liicke, die in den bisherigen Beispielen durch das Fehlen der 
Sporangialzellen als Ausgangspunkt der vegetativen Reihen hervorge- 
rufen wird, kann nunmehr durch Untersuchungen an einer neuen Art. 
der Gattung Hunotia geschlossen werden, von der ich auBer zahlreichen 
vegetativen Zellen von allen innerhalb der Variationsbreite liegenden 
GréBen auch Sporangialzellen beobachten konnte. Ehe ich auf die Reihen- 
messungen eingehe, gebe ich die Beschreibung der Art. 


Hunotia distinguenda nov. spec. Valvae leniter curvatae, lineares apicibus latis 
oblique truncatis, paulo dorsaliter recurvatis, margine ventrali concava, margine 
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dorsali convexa in medio bigibbosa, 100—290 u longae, latitudo in medio 11—18 p, 
in gibbis 15—20 p, in apicibus 16—20 yw. Rhaphai breves, in limbo valvarum sitae, in 
facie valvarum circiter usque ad 1/;—1/, latitudinis valvae surrectae et apicibus 


leniter recurvatis. Striae 
transapicales plus minusve 
irregulares, circiter 10—16 in 
10 w, tenuissime lineolatae. 
Costa longitudinalis ad mar- 
ginem ventralem approxi- 
mata. Abb. 1—3. 


Hab. in aquis dulcibus 
regionis fluvii Amazonas (la- 
cuna da Cachoeira do Rio 
Arua), Brasilia. 


Diese groBe und robuste 
Artistausgezeichnetdurch 
die sehr breiten, etwas dor- 
sal zuriickgebogenen, an 
den Polen flach abgerun- 
deten Enden und die bei- 
den Buckel nahe der Mitte 
der Dorsalseite, die zwi- 
schen sich eine sattel- 
formige Vertiefung lassen, 
die meistens konkav, aber 
zuweilen im mittleren Teil 
sehr leicht gewolbt ist. 
Bei den groSen Indivi- 
duen betragt die Entfer- 
nung zwischen den Buk- 
keln oft mehr als ein 
Drittel der Schalenlange, 
wahrend sie sich bei den 
kleinen Exemplaren mei- 
stens auf etwa ein Finftel 
verringert. Hinsichtlich 
dieser Buckel hat die Art 
groBe Ahnlichkeit mit 
Eun. prolongata Hust., die 
aber in den GroBenver- 
haltnissen weit unter Hun. 
distinguenda bleibt und 
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Abb. 1—3. Eunotia distinguenda nov. spec. 1. Die Halfte einer 
Sporangialschale, Dorsalrand nicht gebuckelt. 2. Mittelteil 
einer Erstlingsschale, Dorsalrand mit beginnender Buckel- 
bildung. 3. Vollendete Buckelbildung an der Schale eines 
kleinen Individuums. In den Verdickungen an der Ventral- 
seite liegt das Rhaphenende, der Zapfen am unteren Ende 
in Abb. 3 ist der in der Mantelfliche liegende Gallertporus. 
Vergr. 1000:1. 


nur schmale, gleichma&Big gerundete, nicht zurtickgebogene Schalen- 
enden besitzt, so daB kein Anschlu8 an die Formenreihe der Hun. 
distinguenda gefunden werden kann. 
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Eine Sporangialzelle hatte eine Lange von 290 yw, lag aber schief, 
daB sie nicht ausgemessen werden konnte, die Dorsalraénder waren abe 
nicht gebuckelt. Eine zweite Sporangialzelle hatte eine Linge von 252 
bei einer Breite von 17, Buckelbildung fehlte vollkommen (Abb. 1 
In Tab. 4 gebe ich die Ausmessungen einer Anzahl von Schalen, b 
ginnend mit der Sporangialschale von 252 w. Die Schale von 260 u Lang 
zeigte lediglich ee kaum bemerkbare, auBerst flache Einsenkung in de 
Mitte der Dorsalseite, wihrend die Abdachung von den héchsten Punkte 


Tabelle 4. Grenzwerte von Eunotia distinguenda. 


L Br BB D D% 
252 17 0 0 
260 18,7 19 0,3 1,6 
255 15,5 16,5 1,0 6,5 
163 10,3 12 vey 16 
162 11 13 2 18 
160 12 15 3 15 
140 12 15 3 25 
120 12 *HG 4 33 


gegen die Schalenenden noch allmihlicher erfolgte, so daB von eine 
Buckelbildung auch an dieser Schale noch keine Rede sein kann. Deut- 
liche Buckelbildung zeigt sich jedoch bereits bei der nichsten Schale von 
255 « Linge, deren Mittelteil Abb. 2 zeigt. Im tbrigen deckt sich das 
Ergebnis mit den Beobachtungen an den vorher erwaihnten Arten, aber 
mit dem Unterschied, daB es durch die Einbeziehung der Sporangial- 
zellen vervollstandigt werden konnte, so daB wir in der Lage sind, die 
eingangs géstellten Fragen zu beantworten: 

1. Die groéBte transapikale Ausdehnung innerhalb der Zellen einer 
Generationsreihe wird durch die Breite der Auxospore bedingt und be- 
stimmt. Bei Arten mit gewellten Schalenrindern liegt die gr6Bte Breite 
naturgemaB in den Wellenbergen, so daB die zu gewellten Rindern 
fiihrenden transapikalen Einschniirungen erst wihrend der Zell- 
teilung innerhalb der Mutterzelle erfolgt sein kénnen. | 

2. Bei der Zellteilung wird sowohl die Epitheca als auch die Hypotheca 
der Mutterzelle zur Epitheca, der sich die neu gebildeten Hypothecen der 
beiden Tochterzellen hinsichtlich der Form angleichen miissen. Daher 
konnen die Formverinderungen nur sehr allmahlich erfolgen 
und es vergehen bis zur Erreichung extremer Werte mehr oder weniger 
zahlreiche Zellteilungen, die ihrerseits zu Variationsreihen fahren, deren 
extreme Individuen erheblich voneinander abweichen kénnen, aber durch 
Zwischenformen miteinander verbunden sind. | 

3. Die Entwicklungsgeschichte der Generationsreihen beweist ein- 
deutig, daB ihre Glieder gesetzmaBig in den Entwicklungsgang 
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er Art gehéren, also weder Varietiten in genetischem Sinne 

och dkologische Formen darstellen; eine Benennung derartiger 

ormen ist daher nicht nur tberfliissig sondern muB als wider- 
sinnig abgelehnt werden. In Wirklichkeit ist die Variabilitaét weit 
groBer, als sich durch die Untersuchung einer Generationsreihe ergeben 
wirde, weil schon die Auxosporen einer gewissen Variationsbreite unter- 
liegen. Sporangialzellen von 290 bzw. 260 , also mit einer Differenz von 
30 w in der Linge der Apikalachse, ergeben verschiedene Reihen, deren 
Glieder an den Standorten aber alle untereinander vermischt werden, 
wahrend die Variationsbreite der Auxosporen wiederum vom Zustand 
der sie bildenden vegetativen Zellen bestimmt wird, der aber weder hin- 
sichtlich Form noch GroBe konstant ist. Variabilitat innerhalb der 
Generationsreihen und Auxosporen stehen somit in gegen- 
seitigem Abhangigkeitsverhaltnis, und darin liegt ein wei- 
terer Grund fir die Steigerung des Variationsvermoégens 
vieler Diatomeen. 


Die Ursachen, die bei den hier behandelten Formen in stets derselben 
Weise zu den transapikalen Einschniirungen fihren, sind selbstverstand- 
lich innerer Natur, sie liegen in den Erbfaktoren der Chromosomen, die 
die Konstanz der Art bedingen. Auf die Méglichkeit okologischer Ein- 
fliisse komme ich weiter unten zuriick. 


Fonte. beschrieb (1917) eine nach seiner Ansicht neue Art als Hunotia 
Astridae unter gleichzeitiger Benennung einer var. dentata. Ich habe 
wiederholt darauf hingewiesen, da8 es sich hier um Formen handelt, die 
zu Eun. triodon KE. gehoren (HusTEDT, 1924) und die Richtigkeit dieser 
Ansicht bereits friiher durch Abbildungen bewiesen (HUsTEDT, 
A. S. Atl. 1911, T. 270). Bere (1939) stellte die Art mit ihrer Varie- 
tit zu der von ihm gleichzeitig als nov. spec. beschriebenen Hunotia 
hyperborea und begriindete seine Auffassung mit , phylogenetischen“ 
Bemerkungen, die jeglicher Unterlage entbehren, ganz abgesehen davon, 
da8 die von ihm befolgte Taxonomie mit den Nomenklaturregeln in 
Widerspruch steht und daher unhaltbar ist. A. CLEvE-EULER (1953) hat 
sich den Ausfihrungen Brrcs angeschlossen, trotzdem sie der Auf- 
fassung ist, daB Fonrrtis Formen der Eun. triodon naherstehen. Ich 
muB es einstweilen dahingestellt sein lassen, eine Entscheidung uber 
Eun. hyperborea Berg zu treffen; es handelt sich hier um den statistischen 
Nachweis, da8 Fonretis Formen in den Entwicklungsgang der Hun. 
triodon KE. gehoren. Das Material stammt aus einem Sumpf bei Haugastél 
in Norwegen und enthilt massenhaft alle Formen von Sporangialzellen 
mit einer Lange um 100 bis zu kleinen Individuen von 30 u Lange. In 
der folgenden Tab. 5 gebe ich die Werte aus einer Anzahl von Messungen 
wieder, Bedeutung der Spalten wie in Tab. 4. 
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Die beiden Zellen von 98 und 95 « Linge sind Sporangialzellen, ‘die 
nur eine geringe Abflachung zwischen den Stellen erkennen lassen, die 
bei den Tochterzellen als Buckel hervortreten. Da der Ventralrand den 
so entstandenen Abdachungen fast parallel lauft, ist eine Hohendifferengj 
nicht festzustellen. Mit zanehmender Verkleinerung werden die dorsal 
Buckel stirker herausgearbeitet, das Maximum liegt bei den Zellgrék 
von etwa 50—70 w langer Apikalachse. Damit'ist aber der klare und nicht 
zu widerlegende statistische Nachweis erbracht, dali Hunotia triodon EB 
und Lun. Astridae Font. samt ihrer var. dentata Font., ebenso wie Hun.} 

triodonvar. telongata Font. | 
Tabelle 5. Ewnotia triodon. Grenzwerte des Materials (FONTELL, 1917) die For-' 
von Haugastél. menreihe derselben Art, 


q 
3 +e 
eben der Hun. triodon K., 


id sth | | wee s ae darstellen, von der Hw 

98 | 20 0 0 Astridae nicht einmal a 

ao a ° : Varietaét getrennt werden 
94 17 18,5 1,5 8,8 Boge 
90 | 19 20,5 1,5 8 darf. Ubrigens hat Fon-. 
84 | 16 18 2 12,5 TELL selbst die Vermutung} 
72 | 17,5 21,2 3,7 21 geiuBert, daB seine Hun. 
AES te LOT 19,7 3 us triodon var.? elongata 
65 | 15 19 4 26,6 ee 3 ¢ 
61 | 16 20,5 4,5 28 wahrscheinlich eine ies 
56 | 16,7 20 3,3 19,8 rangialform sei, waihren 

51 | 14,5 | 18:20 asi 25,5 ihn besonders die abwei- 
S56 AT oat 19 2 12 chende Lage der Rhaphe | 
a re ie a a in einigen Zellen veranlaBt 
38 15 17 D) 13,3 hat, diese Formen als a L | 
35 15,2 17,5 2,3 15 dere Art anzusehen. Dera: : 
30 | 12,4 14,4 2 16 tige Unregelmifigkeiten 


sind aber in vielen Fallen 
das charakteristische Kennzeichen fiir Sporangialzellen, die auBerdem in 
der Regel transapikal gewdlbte Schalen besitzen und daher weder ein 
scharfe Valvarkante noch einen deutlich abgegrenzten Schalenmantel 


ausbilden, so daB also auch die Lage der kurzen Rhapheniste nich 
scharf definiert werden kann. 


Tab. 5 1aBt noch ein anderes Gesetz, dem die Formveranderungen der Diatomeet 
wahrend der Zellteilungen unterliegen, wenigstens andeutungsweise erkennen. Wi 
sehen bei den Formen unter 50 y Lange der Apikalachse, da8 die Differenz zwischen 
Wellenbergen und -talern wieder geringer wird, und zwar sowohl absolut wie sch 
relativ. Unterhalb einer bestimmten GréBe, die aber auch bei derselben A t 
nicht konstant sein sondern vom Charakter der jeweiligen Generationsreihe “7 
hangen diirfte, beginnen hervorstechende Merkmale in der Schalenform 
Praignanz zu verlieren. Wenn das bei Hun. triodon auch nicht ganz erreicht wi 
so sind doch aus der Statistik die Anfinge dieses Gesetzes deutlich zu erkenne 
das in vielen Fallen zu ,,Kiimmerformen“ fiihrt, die — einzeln beobachtet — 
kaum noch mit ihrer Art identifizierbar sind, und doch in den —. 


: 
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gang — als ,, Uberentwicklung“ — der Art gehéren, also ebenfalls nicht benannt 
werden diirfen. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden vorliufig nur an einigen 
Hunotia-Arten durchgefiihrt, weil sie geeignete Objekte darstellen und 
in ausreichender Menge zur Verfiigung standen. Zukiinftige statistische 
Untersuchungen an Formen mit isopoler Transapikalachse mégen zeigen, 
ob die Ergebnisse allgemeine Giiltigkeit haben — das ist wenigstens zum 
Teil sicher der Fall — oder ob sie fiir besondere Fille modifiziert werden 
miussen. Man mu® aber als selbstverstiindlich erwarten, da8 sich jeder 
Spezialist eingehend mit der sich aus der Zellteilungsfolge 
ergebenden Variabilitat der Diatomeen vertraut macht, ehe 
er durch Neubenennungen stérenden Ballast oder Verwirrung 
schafft. Ich verweise in diesem Zusammenhang auf GEITLER (1932), 
wenn er betont: 

»,.Der Kenntnis der Regeln und GesetzmaBigkeiten der Gestaltsveranderungen 
wahrend der Entwicklung kommt eine wesentliche Bedeutung fiir die Systematik 
zu. Die Nichtbeachtung der fundamentalen Tatsache, daB kleinere Zellen anders 
aussehen als gréBere der gleichen Art, fiihrt zu der falschen Aufstellung von Arten, 
Varietaten und Formen. Tatsichlich ist die systematisch-floristische Literatur reich 
an solchen willkiirlich und ohne tieferes Verstandnis (gesp. H.) aufgesteilten 
Formen, die nicht nur einen unerfreulichen Ballast bedeuten, sondern direkt irre- 
fiihren ... es ist nur eine Frage der Griindlichkeit der Untersuchung festzu- 
stellen, ob zwei Formen zusammengehéren oder nicht.“ 

So schrieb GEITLER bereits vor mehr als zwei Jahrzehnten, aber die 
systematische Literatur dieses Zeitraums hat diese Hinweise leider viel- 
fach vollig miBachtet. 

Der Zweck meiner Ausfiihrungen war, an einigen Beispielen die Zu- 
sammenhiange zwischen Zellteilungsfolge und Variabilitat der Diatomeen 
auseinander zu setzen. AuBer diesen erblich konstanten Formverande- 
rungen werden aber Variationen auch durch 6kologische Faktoren hervor- 
gerufen (HusTEDT, 1925; Kose, 1927), wihrend nicht zu verkennen ist, 
da8 manchen Arten ein auffallend starkes Variationsvermégen innewohnt, 
fiir das wir vorlaufig keine ausreichende Erklarung haben. Es ist méglich, 
daB es sich zum Teil um ,,Sammelarten‘‘ handelt, deren Rassen durch 
Konvergenzerscheinungen den Eindruck einer spezifischen Zusammen- 
gehorigkeit erwecken. 

AbschlieBend sei noch darauf hingewiesen, daB dkologisch bedingte 
Formveranderungen und in derselben Richtung verlaufende erblich kon- 
stante Varietaten morphologisch nicht zu unterscheiden sind, und es ist 
moglich, daB diese beiden Typen der Variabilitét bei der gleichen Art 
auftreten. Manche Faille werden sich durch statistische Untersuchungen, 
andere durch Kulturen klaren lassen. Ein mehr oder weniger groBer Rest 
wird stets ungelést bleiben, und es mu dem Feingefiihl des Forschers tiber- 
lassen werden, eine kritische Form als Varietat oder als Formazubezeichnen. 


Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 21. 27 


400 F. Hustepr: Zellteilungsfolge und Variabilitat. bei Diatomeen. 


risen . Zusammenfassung. : 
‘a einigen Arten der Diatomeen-Gattung Hunotia E. aes statistindll 
nachgewiesen, daB bei Formen mit gewellter Dorsallinie die trans 
apikalen Einschniirungen an den. Sporangialzellen nicht vorhanden sind 
und erst im Laufe der Zellteilungen in steigendem MaBe ausgebildet 
werden. Bei mehrwelligen Arten verringert sich dabei infolge der Ver- 
kleinerung der Zellen die Anzahl der Wellen, wihrend die Wellenwei be 
keine Verkiirzung erleidet. Unterhalb einer bestimmten GréBe tritt bei 
manchen Formen eine Riickbildung der Einschniirungen ein, die zu ab: 
weichend gestalteten Kiimmerformen fiihrt. Die sich aus der Zell- 
teilungsfolge ergebenden Formveranderungen sind weder Varietiiten in 
genetischem Sinne noch 6dkologische Formen und daher nicht zu be. 
nennen. Als neue Art wird die in Brasilien lebende Hunotia dish 

beschrieben. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


Kleine Mitteilungen tiber Flagellaten und Algen. 
I. Algenartige Chrysophyceen in Reinkultur*. 


Von 
E. G. PRINGSHEIM. 


Mit 2 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 29. Januar 1955.) 


Die von KiEss stammende, spaiter von SCHERFFEL und besonders von 
PASCHER ausgebaute Vorstellung, da die verschiedenen Algenstimme 
von flagellatenartigen Vorfahren stammen, hat mit Recht immer mehr 
Anerkennung gefunden (vgl. z. B. Manual of Phycology 1951, S. 15/16). 
Thre Schematisierung sollte aber nicht zu weit getrieben werden. Wir 
kennen nur bei den Chrysophyceen, den Dinophyceen und in der Volvo- 
cineen-Chlorophyceen-Reihe algenartige Vertreter. Bei den Eugleninen 
und Chloromonadineen sind sie unbekannt, bei den Cryptophyceen 
zweifelhaft (PRInGsHEIM, 1944). Auch sind keine Rhodophyceen oder 
Phaeophyceen mit Flagellatenorganisation bekannt, und _flagellaten- 
artige Heterokonten scheinen selten zu sein. 

Unter den Chrysophyceen herrscht eine auSerordentliche Mannig- 
faltigkeit, und da die Abgrenzung gegen die Heterokonten nicht immer 
sicher ist, wissen wir noch nicht genau, welche Organisationsméglich- 
keiten verwirklicht sind. Die hier zu beschreibenden beiden Arten sind 
deshalb von Bedeutung, weil sie in der Entwickelung von der Flagellaten- 
zur Algenorganisation am weitesten gegangen sind; der einen fehlt sogar 
ein Schwaérmerstadium, das bei den im ganzen weit ,,algenartigeren“‘ 
Heterokonten immer vorhanden zu sein scheint. 


Von den Merkmalen, die Chrysophyceen und Heterokonten unterscheiden, ist 
der Farbe nicht viel Bedeutung beizumessen, da es griine Chrysophyceen gibt, 
z. B. die neuerdings von mir isolierte Ochromonas danica nom. prov. Heterokonten 
sind stets griin (ViscHER, 1937, S. 182). Die Blaufarbung mit Salzsiure kann nicht 
als Unterscheidungsmerkmal gegeniiber Chlorophyceen verwendet werden, da 
letztere haufiger einen Uberschu8 an Carotinoiden besitzen als Heterokonten. Der 
Ausdruck Xanthophyceen (Frirscu, 1935, S. 470) ist deshalb wenig bezeichnend 
(GrITLER, 1930), und die Benennung ,,Gelbgriine Algen‘‘ oder ,,Yellow green 
Algae‘, die sich in der Literatur ausbreitet (z. B. Manual of Phycology 1951), ist 
ganz irreleitend. Die Bemerkung von HutNeER u. Provasort (1951, 8. 36), dal die 
Heterokonten braun seien, ist wohl nur ein Schreibfehler. 

PascHER (1913, S. 4) hat zwar die griinliche Farbe von Chrysophyceen mehrfach 
gesehen; dennoch aber hat er in seiner Bearbeitung der Heterokonten in RaBeEn- 
HoRSTs Kryptogamenflora (1937, S. 157) verschiedene Flagellaten, wahrscheinlich 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
oh 


402 KE. G. PRINGSHEIM: 


doch wegen ihrer griinen Farbe, dort angefiihrt, die ebensogut Chrysomonaden sein 
kénnten. Bei Gleichartigkeit in der Ausbildung des GeiBelapparates, in der Be- 
schaffenheit des Cytoplasmas, der Chromatophoren und Augenflecke bleiben nicht 
viele Merkmale in der Zellorganisation iibrig, um im Zweifelsfalle die Entscheidung 
zwischen Chrysophyceen und Heterokonten zu treffen. Das wichtigste ist der Ban 
der Cysten (PascHER, 1937). Da diese aber nicht immer gefunden, und wahrschein- 
lich bei vielen Arten nie gebildet werden, so mu8 man zugeben, daB man zuweilen 
nicht sagen kann, wohin eine Form ,,gehért‘‘. Die Zahl der Chromatophoren kann 
vielleicht wertvoll werden, da die Heterokonten gewéhnlich mehrere in einer Zelle 
haben, wahrend fiir Chrysophyceen gewohnlich ein oder zwei angegeben werden 
und mehrere nicht vorzukom- 
men  scheinen. Gelbbraune 
Organismen allerdings kénnen 
keine Heterokonten sein. 
Nur ftir einen der von 
Pascuer als Heterokonten an- 
gesprochenen Flagellaten, Chlo- 
romeson (1937), sind Cysten 
vom . Heterokontentypus b 
schrieben, so dafi die anderer 
sehr wohl griinliche Chrysomo 
naden sein kénnten. Nur i 
diesen scheint auch das charak- 
teristische | Reservekohlenhy- 
drat Chrysose (PRINGSHEIM, 


Abb. 1. Stichochrysis immobilis. 1-3 200 x, 4—7 1000.x, 1952), frither Leukosin genannt, 
8 500 x. 7 Die haufige Anordnung der Zellen zu zweit mit mit Sicherheit angetrofter 
je zwei Chromatophoren und mit Oltrépfehen, 2 Teil einer A 5 
Zellreihe mit einzelnen Chromatophoren in den Zellen. worden zu sein, und sein Vor 
3 Zelle in der Liingsrichtung gesehen, mit zwei Chromato- kommen bei Heterokonten is 
phoren. 4 und 7 Hinzelzellen von der Seite und in der zweifelhaft, wahrend es be 
eee gesehen. é und 6 die tiblichen Doppelzellen. Diatomeen oft gefunden wir 
8 Gruppe von Faden verschiedener Linge. 
(v. Stoscu, 1951). 


Ks sind eine ganze Anzahl von Chrysophyceen beschrieben worden, di 
im Gegensatz zu der Mehrzahl nicht Flagellaten-, sondern Algen 
organisation aufweisen. Sie sind also unbeweglich und haben Zellwiande 
um die Protoplasten. Die meisten bilden ein- oder zweigeiBelige Schwar- 
mer; bei einigen blieb das aber ungewiB, weil das vorliegende Material 
keine enthielt, und Kulturen nicht angelegt wurden. Auf diese algen- 
artigen Chrysophyceen wird nach Beschreibung der neuen Arten, die ich 
Stichochrysis immobilis und Pleurochrysis scherffelii nennen méchte, 
zuriickzukommen sein. 

Stichochrysis immobilis nov. gen., nov. sp. (Abb. 1) wurde mir im 
Juni 1949 von Herrn Professor JAcK MyErs (University of Texas, Austin, 
Texas, USA) in Reinkultur auf Agar geschickt. Er iiberlieB mir freund- 
licherweise die Benennung und Beschreibung. 

Die Alge war aus Wasser herausgeziichtet worden, das im Februar 1949 aus 
einem Abwasserklarteich bei Alamo in Texas geholt worden war. Der Ort liegt im 


unteren Teil des Rio-Grande-Tals und hat ein subtropisches Klima, In den Klar- 
teich flieBt das Schmutzwasser der Stadt Alamo nach der iiblichen Vorreinigung. 
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Zur Zeit der Entnahme hatte das Wasser eine gelbgriine Farbe und enthielt tiber- 
wiegend die fragliche Alge. Zuerst waren die Zellen in der Aufsicht quadratisch, 
spater mehr rechteckig. Die Reinkultur wurde durch Ausstreichen auf Agar mit 
Cuus (1942) Nahrlésung Nr. 10 erzielt. 

_ Der Gattungsname wurde gewihlt, weil die Art der Form nach an 
Stichococcus unter den Griinalgen erinnert. Die Zellen sind kurz zylin- 
drisch, 7—10 wu lang und 5 w breit, meist zu zweit, seltener in gréBerer 
-Zahl aneinander gereiht, infolge unvollkommener Trennung nach Quer- 
teilung. Kern mit Nucleolus und ein oder zwei goldbraune Chromato- 
phoren ohne Pyrenoide waren trotz der Kleinheit der Zellen zu erkennen. 
An Reservestoffen sah ich nur kleine Fetttropfen, keine Chrysose. Der 
Bewuchs auf Agar sieht sepiabraun aus, also dunkler als Diatomeen- 
kulturen zu erscheinen pflegen. 


Ein tippiges oder schnelles Wachstum wurde nicht erzielt. Am besten 
war noch Agar mit Erdabkochung und Nihrsalzen. Zusiitze von Glucose, 
Acetat, Pepton, Hefeextrakt und Fleischextrakt forderten nicht. Das war 
nach den Standortsbedingungen unerwartet. Im Dunkeln fand auch bei 
Zusatz von organischen Nahrstoffen in mannigfaltiger Mischung und 
Konzentration keine Vermehrung statt, und auch am Licht war sie immer 
langsam, wenn auch die Kolonien nach ein paar Wochen dicht genug 
geworden waren. In Flissigkeiten war das Wachstum noch schwicher als 
auf Agar. Weder in Nahrlésungen noch nach UbergieBen von Agar- 
kulturen mit Wasser oder Nahrldsung wurden Schwarmer beobachtet, 
auch keine Teilungen innerhalb der Zellen oder ein Wachstum am Glase, 
das auf Schwarmer hatte schlieBen lassen. 


Die Teilungen scheinen durch Ausbildung einer diinnen Querwand 
durch die Mitte der mehr oder weniger tonnenformigen Zellen eingeleitet 
zu werden, deren Halften dann wieder in die Lange wachsen. Eine auf die 
eigentliche Zellwand aufgelagerte aéuBere Wandschicht ist nicht vor- 
handen. Die Zellwande geben keine Cellulosereaktion, fairben sich aber 
mit Methylenblau und Safranin metachromatisch. 


Pleurochrysis scherffelii nov. gen., nov. sp. (Abb. 2) wurde im 
Juli 1951 in einem Brackwassertiimpel bei Brancaster an der englischen 
Ostkiiste zusammen mit Salzwasser-Eugleninen (PRINGSHEIM, 1953) 
gefunden. Etwas Material, in verschiedene Erde-Wasser-Rohrchen tiber- 
tragen, entwickelte sich in Lehmerde mit auf die Halfte verdiinntem 
kiinstlichen Seewasser zu einer dichten braunen Triibung, die sich. 
allmahlich absetzte. Ohne Seewasser trat keine Entwickelung ein. In 
guten Kulturen wurden Chrysococcus-aihnliche Schwarmer beobachtet, — 
die zunachst fiir eine Verunreinigung gehalten wurden. 

Im September 1951 wurden Agarplatten mit Erddekokt-Nahrsalz- 
Seewasser mit der Alge bestrichen und Kolonien erzielt. Erst nach mehr- 
facher Wiederholung des Isolierungsverfahrens unter Zwischenschaltung 
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von Waschungen mit Hilfe von Capillarpipetten wurde die Reinziichtung 
erzielt. Die besten Kolonien auf Agar bekam ich, als dem genannten A 
noch 0,02—0,1% Fleischextrakt zugesetzt wurde. Junge Kolonien be= 
stehen aus ungefihr kugeligen, etwas aneinander gedriickten. Zeller n, 
altere entwickeln kurze, fadenformige Auswiichse. Wegen der Ahnlich- 
keit mit Plewrococcus wurde dieser braunen Alge der Gattungsname 
Pleurochrysis gegeben. Beim Abimpfen erwiesen sich die dunkelbraune 


Abb, 2. 1—6, 


Kolonien als zusammenhangend und als ganzes auf dem Agar verschieb- 
bar. In Flissigkeitskulturen entstanden kleine braune Baumchen oder 
Sternchen an der Glaswand, und es traten vereinzelt Schwarmer auf. 
Spater zeigte sich unten ein Satz. Die meisten organischen Stoffe, wie 
Glucose, Acetat und Pepton hatten bei geringen Konzentrationen keinen, 
bei hdheren einen schidlichen Einflu8. Kleine Mengen von Fleisch- 
extrakt, Hefeextrakt und Erdabkochung erwiesen sich in Flissigkeits 
kulturen als besonders forderlich. Das la8t auf Vitaminbedarf schlieBen. 
Manchmal war auf Agar ohne Seewasser eine schwache Entwickelung zu 
beobachten ; zu guter Vermehrung ist Seewasser aber auch bei Agar nétig. 


Morphologisch ist diese Alge durch das Zusammenbleiben der 
Schwesterzellen nach der Teilung gekennzeichnet. Sie sind gemeinsam 
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Abb. 2. Plewrochrysis scherffelii. 
1—6 1000 x , 7—11 2000 x ,12500x, 
13250 x. 1—6 Verschiedene Bei- 
spiele der haufigen Anordnung 
zu zwei, vier und mehr Zellen, 
mit verschleimter AuSenwand. 
6 Palmellenstadium aus alter Kul- 
tur. 7—10 Schwarmer mit zwei, 
9 ausnahmsweise mit drei Chro- 
matophoren. Gezeigt sind: Chro- 
matophoren mit Pyrenoiden, Zell- 
kern, Oltrépfchen bei 7, und 
GeiBeln. 7 und 10 mit verdickter, 
kérniger AuBenwand. 10 zeigt An- 
sicht senkrecht zu der in 7 und 8. 
11 Zur Ruhe gekommener Schwir- 
mer mit Oltrépfchen und Chrysose- 
Ballen. 12 GréBere Zellgruppe mit 
paarweise angeordneten Zellen. 
13 Altere, verzweigte Kolonie mit , 
Viererteilung. Abb, 2. 7—13. 
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von der verschleimenden Mutterzellhiille umgeben und innerhalb ders 
selben einzeln umhaytet. Die Zellwinde geben keine Cellulosereaktion, 
firben sich aber mit Methylenblau lila, mit Gentianaviolett purpurn und 
mit Safranin gelb- bis feuerrot. Die verschleimte auBere Schicht farbt sich 
ebenso, aber schwicher. Die 12—14 « dicken Doppelzellen oder Kurz= 
fiden kénnen in den Zellen Langsteilungen aufweisen, die offenbar durch 
Verschiebung der Polarititsebene entstehen. Die Folge sind palmellen 
artige Gruppen mit kreuzformig angeordneten Zellwanden, aus denen 
dann wieder unregelmaBige kurze Faden herauswachsen, so dai primi- 
tive, unregelmaBig verzweigte Kolonien auftreten, die an Plewrococcus 
und Heterococcus erinnern. 

Im Innern der Zellen sieht man goldbraune, gelappte Chromatophoren, 
die so unregelmaBig zu sein pflegen, daB ihre Zahl nicht immer fest- 
zustellen ist. Es kénnen zwei, vielleicht auch nur einzelne Chromato-— 
phoren in den Zellen sein. Ferner sieht man eine mehr oder weniger groBe 
Zahl glinzender Trépfchen, die sich durch Farbung mit Sudanschwarz 
und Braunung mit Osmiumtetroxid als Ol mit ungesittigten Fettsiuren 
erweisen. Chrysose und Pyrenoide waren in den vegetativen Zellen nicht 
mit Sicherheit zu sehen, obwohl zuweilen rundliche Gebilde beobachtet 
wurden, die méglicherweise Pyrenoide sein konnten. 

Unter gewissen Bedingungen, z. B. im Anfang der Vermehrung in 
einem fliissigen Medium, jedoch zuweilen auch noch viel spater, oder bei 
Uberflutung von Algenkulturen, werden Schwarmer beobachtet. Manch- 
mal sind diese etwas unregelmaBig, bei guter Ausbildung aber breit 
ellipsoidisch bis kugelig. Durch ihre zwei Chromatophoren mit nach innen 
aufsitzenden Pyrenoiden, die Lage des kleinen Kernes nahe dem Hinter-. 
ende, die zwei mehr als doppelt kérperlangen GeiBeln und die feinen 
Kornchen auf der AuBenmembran erscheinen die Schwarmer so eigen- 
artig, daB anfangs an eine Verunreinigung gedacht wurde. Bisher sind bei 
algenartigen Chrysophyceen oder ,,Chrysotrichales“’ ochromonas- und 
chromulinaartige Schwiirmer bekannt geworden (Fritscu 1935, S. 552 
bis 554). Bei Plewrochrysis liegt also ein dritter Schwirmertypus vor, der 
hauptsichlich durch die zwei gleichlangen Gei®eln gekennzeichnet ist, 
gegeniiber der einzelnen bei Chromulina und einer langen, einer kurzen bei 
Ochromonas. Zwei gleiche, oft mehr als kérperlange Gei®eln sind bei den 
Coccolithophoridaceen bekannt, sowie bei Synura, deren Zellen bisweilen 
auch einzeln schwimmen (vgl. z. B. Frrrscu 1935, 8. 525, Fig. 1721)? 
aber nicht bei algenartigen Chrysophyceen. Am ihnlichsten sind die 
Schwarmer von Pleurochrysis Parke’s (1949) Isochrysis, doch ist manch- 
mal eine feste, kérnige Kapsel vorhanden wie bei dem eingeifeligen 
Chrysococcus. 

Der Vergleich unserer neuen Arten mit anderen algenartigen Chryso- 
phyceen ist nicht leicht. Es sind eine Menge Arten angegeben worden, 
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die in der folgenden, méglicherweise unvollstindigen, Liste aufgefiihrt 
sind. 
a ee 


LAGERHEIM 1884 Phaeothamnion ANAND 1937 Apistonema 
confervicolum cartert 
Hanseire 1892 Phaeodermatium CARTER 1937 Chrysomeris 
rivulare ramosa und 
PascHER 1914 Chrysothrix C. articulata 
= Nematochrysis | Scnussnia 1940 Nematochrysis 
ConRAD 1920 Thallochrysis pusilla und 
pascheri N. simplex 
LizBetanz 1925 ohne Namen Lunp 1942 Apistonema 
PASCHER 1925 Nematochr ysis Dyvcesgerte 
sessilis CHADEFAUD 1947 Nematochrysopsis 
PASCHER 1931 Apistonema TS 
pyrenigerum WAERN 1952 Apistonema spec. 


Phaeoplaca Chodat, Plaeochrysis Geitler u. a. sind krustenartig und 

kommen fiir den Vergleich hier nicht in Frage. Von den Arten, die Our- 
MANNS (1922, S. 39) aufzahlt, sind Phaeococcus marinus und Phaeococcus 
clementi nicht naéher miteinander verwandt, da sie verschiedenartige 
Schwarmer bilden. Ihre Zugehérigkeit zu den Chrysophyceen ist un- 
wahrscheinlich. 
_ Die mehrfach beschriebene A pistonema erinnert sehr an Pleurochrysis ; 
doch sind ihre Schwarmer nicht bekannt. PascHErR (1931) beschreibt 
zwar Stadien, die er als Vorbereitung zur Schwarmerbildung deutet, hat 
aber die Schwarmer selbst nicht gesehen. ANAND (1937), Lunp (1942) und 
WAERN (1952), der Apistonema in mehreren Zeichnungen schén abbildet, 
erwahnen die Schwarmer nicht. 

Fritscu (1935, 8. 550) spricht davon, da8 die Schwarmer der algen- 
artigen Chrysophyceen bald Ochromonas-ahnlich, bald Chromulina- 
ihnlich sind, d. h. entweder zwei verschieden lange oder nur eine GeiBel 
besitzen. Er halt aber die Unterscheidung von Ochromonas und Chromu- 
ina nicht fiir bedeutungsvoll und macht auch bei den Chrysophyceen- 
Algen keinen Gebrauch von der verschiedenen Begeifelung zur Ein- 
teilung. FrrrscH unterscheidet die Chrysotrichales von den anderen 
Ordnungen der Chrysophyceen. Ich wei nicht, wer der Autor dieses 
Terms ist. Sie werden weiter in die Nematochrysidaceen und die 
Phaeotamniaceen gespalten. Die beiden Familien haben bei FritscH 
keine Diagnose und keinen Autor, scheinen aber auf den vegetativen 
Habitus gegriindet zu sein. Zu der ersten gehért Nematochrysis Pascher 
mit ungleichen und Chrysomeris N. Carter mit nur einer Geifel. Zu den 
Phaeotamniaceen werden A pistonema und Chrysocloniwm mit unbekann- 
fen Schwirmern und Phaeothamnion mit Ochromonas-Schwarmern 
zerechnet, 
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Versucht man eine Einteilung nach der Ausbildung der Schwarmer, s 
bekommt man vier Gruppen: 

1. Nur eine GeiBel, Chromulina-Schwirmer: Phaeodermatium Hansgirg 189 
Thallochrysis Conrad 1920, Chrysocloniwm (?) Pascher 1925, Chrysomeris N. Ca: 
1937. 

2. Zwei ungleiche GeiBeln, Ochromonas-Schwarmer: Phaeothamnion Lagerheir 
1884, Nematochrysis Pascher 1914, 1925. 

3. Zwei gleiche GeiBeln, [sochrysis-Schwarmer: Pleuroohrysia nov. sp. 

4. Keine Schwarmer: Stichochrysis nov. sp. 

Es lat sich noch nicht tiberblicken, ob diese Hinteilung einer natiirliche 
Verwandtschaft entspricht. Die Ausbildung des Thallus tut es wohl auch 
nicht, ebensowenig wie bei Chlorophyceen und Heterokonten 
primitiv fadenformigem Aufbau. 

Die braune Fadenalge, die LimpEranz (1925) von Brackwasser b 
schreibt, ist Stichochrysis ahnlich und hat ungefihr die gleiche Dicke; die 
Zellen sind aber linger und bilden viel langere Faden. Die Abbildung 
(Taf. 1, Abb. 15) zeigt einen Faden aus vier Zellen, deren auRere kugeli 
kopfig sind und kurze Chromatophoren enthalten. ScHussnies (1940 
Nematochrysis pusilla und Chrysomeris simplex sind nicht sehr verschie 
den. Die Lappung des Chromatophors bei Chrysomeris braucht nicht ent- 
scheidend zu sein, denn die Chromatophoren der Chrysophyceen sind sehr 
modifizierbar. Die Abb. 4 (S. 323) von Nematochrysis erinnert an Sticho 
chrysis, auch in der GroBe, diirfte aber nicht der gleichen Art angehoren 
da sie marin ist und zu verschieden im Chromatophor und der Zell 
beschaffenheit. Scrussnie (8.324) erdrtert die Frage, ob essich um eine sehr 
einfache, fadenformige Chrysophycee oder eine primitive Phaeospor 
handle, und entscheidet sich fiir das letztere. Darin wird man ihm nicht 
beipflichten, z. B. weil die Teilung der sich spaiter umhaéutenden Zellen 
innerhalb der Mutterzellhaut stattfindet. Da Scuussnie keine Kulture 
angelegt hat, bleibt es unentschieden, ob es nicht vielleicht um ein ei 
faches Stadium einer, zu hoherer Entwickelung befahigten Alge handel 
Er bedauert, keine Schwarmer gesehen zu haben, nimmt also offenbar an, 
dafi sie vorhanden sein miissen. ScHussnias Ohrysomeris simplex is 
durch die stellenweise auftretende Mehrreihigkeit der Faden von der ein 
reihigen Nematochrysis unterschieden. Die Verzweigung von Chrysomeri 
N. Carter ist primitiv und erinnert an die bei PascuErs SiiBwasserfor 
Apistonema, die aber von Scuussnia nicht erwihnt wird. Bei ihrer Be 
schreibung (1931, 8. 67) spricht Pascuer auch von Tetraden, die be 
Pleurochrysis sehr deutlich sein kénnen. Die Teilungen im Innern vo 
Zellen deutet er als Zoosporangienbildungen, was wohl ohne Beobachtung 
von Schwirmern nicht angeht. Da Plewrochrysis marin ist und Pyrenoide 
nur in den Schwarmern zeigt, gab ich der neuen Form einen eigene 
Gattungsnamen, der aber bei Auffindung von Schwarmern plete Be- 
schaffenheit bei Apistonema hinfallig werden wiirde. 
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Aus der verschiedenartigen Ausbildung der Schwarmzellen bei algen- 
artigen Chrysophyceen kénnte man, wie bei anderen Algengruppen, den 
SchluB ziehen, daB die ,,Chrysotrichales“ aus verschiedenen Flagellaten- 
vorfahren hervorgegangen, also uneinheitlichen Ursprungs seien. Das 
wiirde PascuErs Vorstellungen iiber die selbstaindige Entstehung der 
verschiedenen Algenreihen weiter ausbauen. Um solche Folgerungen mit 
einiger GewiBheit zu ziehen, ist aber eine bessere Kenntnis der ganzen 
Klasse nétig. 

Diagnosen. 

Stichochrysis n. gen, Braune Algen, deren ungefahr zylindrische 
Zellen meist zu zweit lings aneinander gereiht sind. Sie besitzen ein oder 
zwei gewolbte Chromatophoren und Fett als Reservestoff. Schwiarmzellen 
werden nicht gebildet. Obwohl weder Cysten, noch.das Polysaccharid 
Chrysose (Leukosin) gefunden wurden, wird die Gattung zu den Chryso- 
phyceen gestellt, weil jede andere Verwandtschaft unwahrscheinlicher 
erscheint, 

_. Stichochrysis immobilis n. sp. mit den Higenschaften der Gattung. 
Zellen 7—10 uw lang und 5 uw dick. Unter Umstiinden werden mehrzellige 
Ketten gebildet. 

Pleurochrysisn. gen. Braune Algen, deren Zellen sich in der Mutter- 
hiille teilen und zwei- bis vielzellige, unregelmaBig kurz fadenformig aus- 
wachsende Kolonien bilden. Meist zwei Chromatophoren in jeder Zelle. 
Als Reservestoffe Fett und Chrysose. Die Schwirmer haben zwei lange 
GeiBeln und zwei Chromatophoren mit Pyrenoiden. 

Pleurochrysis scherffelii n.sp. Zellen 12—15 breit, durch ver- 
schleimende Mutterzellhaut zusammengehalten. Schwarmer mit festerer, 
zuweilen kérniger AuBenschicht. 


Zusammenfassung. 


Es werden zwei einfache braune Algen beschrieben und zu den Chryso- 
phyceen gestellt. Stichochrysis hat keine Schwarmer, Plewrochrysis solche 
mit zwei gleichen GeiBeln, wie sie bisher nur bei den flagellatenartigen 
Isochrysidaceen, aber nicht bei algenartigen Chrysophyceen bekannt 
waren. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


Kine Wirkung von Chloralhydrat auf Spirillen. 


Von 
ERWIN BUNNING und INGEBORG GOSSEL. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 25. Februar 1955.) 


In vorhergehenden Untersuchungen an Moosen (BUNNING u. v. WETT- 
STEIN, v. WETTSTEIN) und hoheren Pflanzen (BUNNING u. Ina) hatten wir 
gefunden, daf einige Substanzen, z. B. Colchicin, Chloralhydrat, Athylen, 
offenbar nicht nur die Bildung von Teilungsspindeln, sondern auch die 
analoge Bildung der der Zellpolaritaét zugrunde liegenden Ordnung in der 
Oberflache der Protoplasten verhindern kénnen. Dabei kommt es dann 
zur St6rung der polaren Gestaltung der Zellen, im Extremfall zur Bildung 
apolarer Zellhaufen. 

Wir wollten nun priifen, ob solche Modifikationen auch bei Spirillen 
moglich sind. Zusammenfassend kénnen wir sagen, da die erhoffte 
Bildung apolar gebauter Zellen nicht erreicht wurde. Jedoch traten 
Modifikationen auf, die vielleicht eine kurze Erwaihnung verdienen. 

Die Ergebnisse waren bei Rhodospirillum und bei einem vom Hygiene- 
Institut der Universitat Tiibingen bezogenen, dort als Spirillum volutans 
gefiihrten, Spirillum abnlich. Wir beschranken uns hier auf dieses 
Spirillum volutans. 

Aus einer 4 Tage alten Kultur wurden je 0,05 cm? in Rohrchen mit 
9 cm? Hefeautolysat-Nahrlosung tiberimpft. 

Herstellung der Hefeautolysat-Nahrlésung: 40 g Backerhefe wurden 24 Std lang 
bei 50° autolysiert, zentrifugiert, das Autolysat von den Hefezellen abzentrifugiert 
und filtriert. Zu 3 cm? Autolysat kamen 100 cm’ dest. Wasser und 10% Phosphat- 
puffer nach SORENSEN vom pqg-Wert 7,0. Nach der ersten Sterilisation wurde der 
pu-Wert, der sich stark nach der alkalischen Seite verschob, mit KH,PO, erneut auf 
7,0 eingestellt. 

Die Kulturen wurden darauf 24 Std bei 25° gehalten und ihnen dann 
unter sterilen Bedingungen so viel einer 1% igen Chloralhydratlésung zu- 
gefiigt, daB die Konzentration in den Kulturen Werte zwischen 9 < 10~? 
und 10-3 % erreichte. Nach verschieden langer Zeit (24 Std bis 20 Tage) 
wurden Praparate hergestellt. 

Unter dem Einflu8 von Chloralhydrat bildeten sich extrem lange 
Spirillen, die im Phasen-Kontrast-Mikroskop untersucht, gemessen und 
photographiert wurden. Wihrend die Lange der normalen Spirillen durch- 
weg etwa 5—8w betrug, konnten jetzt haufig Langen von 120—200 yw, 
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Abb. 1. Spirillum volutans, Normalformen (Kultur auf 
Agar-Agar) Vergr. etwa 1000. 


Abb. 2. Spirillum volutans, Riesenzelle aus der Chloralhydrat- 
Kultur (Konzentration des Chloralhydrats 6 x 10-?—9 x 10-*%), 
Vergr. etwa 1000. 


Abb. 8. Wie Abb. 2. Die GeiBelbiindel stehen etwa in Abstiinden 
einer normalen Zellenliinge yoneinander, Vergr. etwa 1000. 


gelegentlich sogar vo 
fast 3004 gefunde 
werden. Die Spirille 
waren dann also etw: 
50mal so lang wie im 
Durchschnitt die nor-_ 
malen. Die Verande- 
rungen waren meis 
schon nach 24 Std be- 
obachtbar; nach eini 
gen Tagen wurde de! 
Prozentsatz so star 
modifizierter  Zelle 
wieder geringer. Di 
Zellbreiten wurde 
nicht beeinfluBt. Der 
Abstand der Windun- 
gen betrug etwa 6,5 
daB 285 « lange Zelle: 
aus 47 Windungen be- 
standen (vgl. Abb. 1 
bis 3). 

Die Riesenzellen hat-_ 
ten eine BegeiBelung, 
die fast als peritrich 
bezeichnet werden 
konnte. Die GeiBel- 
biindel standen aber 
in ungefahr gleichblei-_ 
benden Abstinden, die 
etwa der Normallainge 
eines Spirillums ent- 
sprachen. Es diirfte— 
sich also so verhalten, 
daf die GeiBelbildung, — 
die normalerweise mit 
der Vorbereitung der 
Teilung koordiniert ist, 
weiterliuft, aber die 
zugehérenden Teilun-— 
gen unterbleiben. Bei 
langerem Aufenthalt 
in den Chloralhydrat- | 
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l6sungen wurde der Anteil solcher Riesenzellen an der Zusammensetzung 
der Kulturen immer geringer. 

Durch Chloralhydrat wird also. offensichtlich nur erreicht, daB die 
Teilungen unterbunden werden, wahrend das Plasmawachstum weiter- 
lauft. Solche Phanomene sind: jaschon mehrfach: fiir Bakterien be- 
schrieben worden (vgl. HINSHELWOOD). 

Nur kurz erwahnt sei, daB wir bei keiner der von uns untersuchten 
Spirillen einen Einflu8 von Colchicin auf die Formbildung fanden. Dieses 
negative Resultat deckt sich mit Beobachtungen von CHopat u. MarRtTIN, 
VANDENDRIES u. GAVAUDAN, Boas-u. GISTL sowie WALKER u. YOUMANS 
und FLOETHMANN (vgl. auSerdem STERZL). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die gewahrte Unter- 
stitzung. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


Kleine Mitteilungen tiber Flagellaten und Algen. 


II. Euglena gracilis var. saccharophila n. var... - 
und eine vereinfachte Naihrlésung zur Vitamin B,.-Bestimmung*. — 


- Von 
E. G. PRINGSHEIM. 


(Bingegangen am 11. Mérz 1955.) 


Man nahm bisher an, da Huglena gracilis Zucker nicht verwerte 
k6énne. 


So fand z. B. Dust (1933) Glucose und Saccharose unbrauchbar. Ich selbst be 
zeichnete (1937, S. 81) Euglena gracilis als obligaten Fettsiureorganismus. HUTNER 
u. Provasout (1951, S. 47, tibersetzt) sagen: ,,Der Grund fiir die neuerliche Un 
suchung von Paramylon war, daB H. gracilis von auBen gebotene Glucose nicht 
Substrat verwerten kann, was die Meinung, daB Paramylon aus Glucoseeinheiten 
aufgebaut ist, zweifelhaft erscheinen lieB.“‘ Lworr (1951, 8. 13, tibersetzt) bemerk 
,,Die interessante Lage ist, daB weder Phytomonaden noch Euglenen imstande i 


irgend einen Zucker als Energiequelle zu verwenden‘‘ und (8. 16): ,,Alle Flagellaten, 
die bisher studiert worden sind (vielleicht mit der Ausnahme einer Huglena- 
die méglicherweise Glucose verwertet), sind unfahig, irgend ein Kohlenhydrat 
von auBen zugefiihrte Energiequelle zu verwenden.‘‘ Er verrat nicht, welche 
von Euglena er dabei im Sinne hat; aber tatsaichlich verhalten sich die Stim 
von Huglena gracilis darin verschieden, 
Die demnach bis in die neueste Zeit wiederholten Angaben tber di 
Unfihigkeit von H.gracilis, Zucker zu verwerten, haben sich inzwische1 
als nicht allgemein giltig erwiesen (CRAMER u. Myers 1952, Paral 
HEIM 1954). 7 
Schon die Angabe von Matnx (1927, 8. 383), daB sein Stamm von Z. gracilis aus 
Glucose Paramylon bildete, muBte zu Zweifeln AnlaB geben. Dieser Reservestoff, 
der bei der Saéurehydrolyse Glucose liefert, wird bei Bedarf wieder in den Stoff- 
wechsel einbezogen und verschwindet bei lebhafter Vermehrung aus den Zellen; 
es ist aber unwahrscheinlich, daB Glucose nur auf diesem Umwege verwertet wird 
wenn sie doch in die Zelle eindringt, um dort als Polysaccharid niedergeschlager 


zu werden, 

Versuche von Frl. Dr. Correns in unserem Laboratorium besttigen 
die Angaben von Marnx zunichst fiir einen Stamm mit besonders krif- 
tiger Vermehrung. Sie fand auch, da8 er im Dunkeln in einer Nahrlésung 
aus Glucose, Fleischextrakt und Erdabkochung gut wuchs. Fiir diese 
Stamm, in einer friiheren Mitteilung (PRINGSHEIM u. PRINGSHEM, am 
unter Nr. 9 aufgefiihrt, der aus dem Abwasser einer si 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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tammte, sowie die Stiimme Nr. 7 (von Lackry, wahrscheinlich aus ver- 
chmutztem Wasser) und Nr. 73, den ich aus dem FluBschlamm der 
Granta in Cambridge (England) isoliert habe, wird nun die Varietit 
accharophila von Euglena gracilis aufgestellt, weil sie die Fahigkeit zur 
erwertung von Glucose in hohem MaBe besitzen. 


Diese Stiimme haben zwar eine verschiedene Herkunft, sind aber 
physiologisch zum mindesten sehr ahnlich. Sie vermehren sich mit 
Glucose auch im Dunkeln und ohne organische Stickstoffquelle sehr gut, 
wenn die nétigen chemischen Elemente, Spurenelemente inbegriffen, 
sowie die Vitamine B, (Aneurin) und B,, (Cobalamin) zugegen sind. Das 
Wachstum ist dann sogar ippiger als bei diesen oder anderen £. gracilis- 
Staémmen, selbst unter den giinstigsten Umstiinden, bei Ernahrung mit 
Acetat. Am Licht sieht die Zellaufschwemmung gesittigt griin aus, im 
Dunkeln bildet sich eine starke gelblichweiBe Triibung, die sich im Ver- 
lauf einiger Wochen zu einem weiBlich-ockerfarbenen Satz verdichtet. 
Wie das Ausbleiben der Frxtineschen Reaktion zeigt, ist dann der 
Zucker vollig aus der Lésung verschwunden. 


In Nahrlésungen mit Acetat oder Malat (HuTNER et al. 1949) spielt, 
wie ich fand, im Dunkeln die Sauerstoffzufuhr als begrenzender Faktor 
hinein, so daZ in Réhrchen die Vermehrung bald hinter der in flacher 
Nahrlésungsschicht in Kélbchen zuriickbleibt. Am Licht ist dieser Unter- 
schied gering. Der Wert der Photosynthese liegt dann fiir Huglena gracilis 
in ginstigen Nahrlésungen mit organischer Energiequelle mehr in der 
Sauerstoffproduktion als in der Gewinnung von Nahrstoffen. Bei der 
Varietit saccharophila war aber auch bei etwas beschranktem Luftzutritt 
die Vermehrung in einer Zuckernahrlésung im Dunkeln so gut, daB an 
eine anaérobe Zuckerspaltung gedacht wurde. Eine solche findet aber 
nicht statt. Unter einer dicken Schicht von Paraffinél ist zwar am Licht 
die Vermehrung kaum gehemmt; im Dunkeln aber bleibt sie sehr bald 
erheblich zuriick. 


Auch eine py-Verschiebung, die auf Saurebildung hatte schlieBen 
lassen, tritt in Zucker-Fleischextrakt-Losung im Dunkeln nicht ein. 
Schwach saure Lésungen werden sogar basischer. 

Verschiebung des px in einer Lésung von 0,2% Glucose und 0,2% Fleischextrakt, 
die mit HCl bzw. Na,CO, auf verschiedene py-Stufen eingestellt war: Vor dem 
Sterilisieren: py 4, 5, 6, 7, 8. Nach Autoklavsterilisierung: 5, 5,5, 6, 7, 7,5. Nach 
10 Tagen Wachstum bei 24°C im. Dunkeln, Stamm 1/3: 6, 6,7, 6,9, 7,1, 7,4. Die 
Stamme 7, 9, 15 verhielten sich ebenso. ’ 

In der friiheren Mitteilung (1952) wurde dargetan, wie bei verschiede- 
nen Stémmen von £. gracilis durch Kultur bei h6heren Temperaturen ein 
recht verschiedenes Verhalten zum Vorschein kommt; danach wurde eine 
Gruppeneinteilung vorgenommen. Die Stémme der Gruppe 1 vermehren 
sich schon bei 28° nicht mehr, die der Gruppe 2 wachsen noch bei 34° aufs 
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beste, verlieren dabei aber ihre Chromatophoren, wihrend die Stamme de 
Gruppe 3 selbst bei dieser, auch fiir sie schon nahezu maximalen Tempe 
ratur, bei gutem Wachstum nicht apoplastid werden, sondern grin bleiben, 
Es wurden nun 23 Stimme von Z£. gracilis, die von den verschiedensten | 
Orten stammten, in obiger Nahrlésung mit Fleischextrakt auf die Ver 
wertung von Glucose im Dunkeln bei Zimmertemperatur gepriift. Die 
genannten Stiimme 7, 9 und 73 vermehrten sich sehr gut, die Stémme Je 
(var. bacillaris), 20 und 25 nicht so gut, und 10, 12, 14, 19, 23, 24 und 2 
ganz schwach, wahrend die restlichen, namlich J, 2, 3, 5, 6, 11, 16, 17, 18 
21, sich mit Glucose nicht besser vermehrten als die Kontrolle. Wurd 
auBer Glucose und den Vitaminen B, und B,, keine organische Substangz | 
geboten, so vermehrten sich die drei Stéimme der Varietat saccharophila 
wieder sehr gut, von den anderen aber nur Jd und 26 ein wenig. 
Eine Ubereinstimmung im Verhalten gegen Glucose mit der friiheren 
Gruppeneinteilung ist nur insofern zu erkennen, als die drei, den Zucker 
am besten verwertenden Stimme zur Gruppe 2 gehéren. Diese hatten 
sich auch schon in Acetatmedien und der Hurner-Proyvasorischen 
synthetischen Lésung mit Malat, Glutamat, B, und B,. besonders reich 
lich vermehrt. Dagegen wiichst der vielgenannte Stamm 15 (E. gracili. 
var. bacillaris Pringsheim) bedeutend langsamer. Eine ganze Anzahl de 
Stimme der Gruppe 2, z. B. 10, 14, 17, 18, 21, wachsen in Zuckerlésuns 
gar nicht oder fast gar nicht, und dasselbe gilt fiir Vertreter der Gruppe a 
Wenn also das neue Merkmal der Zuckerverwertung hinzugenomme 
wird, so spalten sich die Gruppen weiter auf, und es ist sehr gut méglich 
da neue physiologische Merkmale noch mehr Unterschiede erkennbat 
machen wiirden. In der Leichtigkeit, mit der die Entfairbung erzielt wird, 
sind sogar die Staémme der var. saccharophila verschieden. . 
Morphologische Kennzeichen sind leider zur Unterscheidung der 
Varietaten von H#. gracilis nicht verwendbar. Sie sind zu flieBend, weil di 
allgemeine Gestalt, die Zah] der Chromatophoren und die Zuspitzung des 
Hinterendes innerhalb eines Klones mit den AuBenbedingungen ver- 
anderlich sind. 
E. gracilis var. saccharophila scheint keine Enzyme zur Spaltung vo n 
Di-, Tri- und Polysacchariden zu besitzen. AuBer Glucose wird auch 
Fructose verwertet, nicht aber Galaktose und Mannose. Saccharose ist 
unbrauchbar, und es tritt auch, wenn sie in Nahrlésung mit Fleisch- 
extrakt bei schwacher Vermehrung der Euglenen zugegen ist, keine 
Frutinesche Reaktion auf. Die Konzentration der Glucose macht inner- 
halb gewisser Grenzen wenig aus. Bei 0,2% wird ungefihr optimale Ver- 
mehrung erzielt, die auch noch bei 1% sehr gut ist. Héhere Konzens 
trationen als 0,3% werden nicht mehr ganz aufgebraucht. Ubrigens wird 
auch Natriumacetat bis hinauf zu 0,8% ohne Hemmung vertragen, i 
Gegensatz zu anderen Acetatflagellaten. 
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Der weite py-Bereich und das tippige Wachstum ohne Selbsthemmung 
machen £. gracilis var. saccharophila zu einem sehr wertvollen Versuchs- 
organismus. Die starke Zuckerférderung der betreffenden Stiimme war 
zuerst in Gegenwart von Fleischextrakt und zum Teil auch Erdabkochung 
beobachtet worden. Es wurde nun versucht, eine voll synthetische Nahr- 
l6sung mit Zucker herzustellen. Da schon bekannt ist, daB EZ. gracilis 
auxo-phototroph leben kann (CRAMER u. Myers 1952), d. h. von organi- 
schen Verbindungen nur die beiden B-Vitamine unbedingt braucht, daB 
also die im Hurnerschen Medium enthaltene Glutaminsdure nicht be- 
notigt wird, so wurde NH,Cl als Stickstoffquelle gewihlt. Saccharose — 
schien wegen der leichteren Beschaffung reiner Priiparate empfehlens- 
werter als Glucose. Sie kann durch Erhitzen im Autoklav bei saurer 
Reaktion aufgespalten werden. So ergab sich im AnschluB an das Rezept 
von Hutner u. Mitarb. das folgende Medium: 


Loésung I Lésung IT 
NH,Cl 0,5% FeSO, - 7H,O 0,1% 
_KH,PO, 0,1% MnSO, - 7H,O 0,04% 
MgSO, - 7H,0 0,05% Na;Mo0, 0,01% 
CaSO, 0,05% ZnSO, - 7H,O 0,01% 
CuSO, - 5H,0 0,005% 


Die Lésung I wird mit 10% iger Citronensiure auf py 3,5 gebracht, wozu 7 ml 
auf 100 ml nétig waren. 

Die Lésung II wird mit HCl auf pg 3,5 gebracht. 

Lésung III: Aneurin 0,001% steril filtriert. 


Nachdem die Lésungen I und II im Autoklaven sterilisiert worden 
waren, wurden 40ml I + 2ml IJ +2ml III + 56m! glasdestilliertes und 
gleich danach sterilisiertes Wasser gemischt und in besonders gereinigte 
Rohrchen aus Pyrexglas mit Kunststoff-Schraubkappen zu je 7 ml ab- 
gefiillt, nachdem die Hialfte einen Zusatz von B,,-Lésung, die im Auto- 
klav sterilisiert werden darf, erhalten hatte. Es geniigt im allgemeinen, 
die Réhrchen mit Salzsiure und einem oberflichenaktiven Waschmittel 
zu reinigen. Dasselbe wurde bei den Kappen vorgenommen, die aber 
nicht in Berithrung mit der Lésung kommen sollten. Die Dichtungen 
waren zuvor herausgenommen worden. Die Kappen wurden in Petri- 
schalen im Autoklaven sterilisiert, die Rohrchen in Becherglasern im 
elektrischen Trockenofen. 

In der Lésung ist Co weggelassen, weil Angaben in der Literatur, wie 
friihere Versuche gezeigt hatten, dal Co-freie Losungen, auch bei Ver- 
wendung der reinsten Fe- und Cu-Salze nicht erzielt werden. Auch der 
Zusatz von Bor und Jod schien iiberfliissig, da sich ihr Fehlen nicht 
bemerkbar macht. Der Fe-, Mn- und Vitamin B,-Zusatz ist reichlich 
bemessen, weil damit erfahrungsgem&B kein Schaden angerichtet wird. 

28* 
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Als Komplexbildner geniigten bei der sauren Reaktion Citronensaéure und 
Zucker. Die wirksame Spaltung der Saccharose in die beiden verwert 
baren Hexosen Glucose und Fructose zeigte die Frnuinesche Reaktio 
und das iippige Gedeihen der Euglenen. 


Die Ausfiihrung der Vitamin B,,-Bestimmung. 


Um einheitliche und wiederholbare Ergebnisse bei quantitativen B,; 
Bestimmungen zu bekommen, mu8 man auf die Art der lnpfung Be 
dacht nehmen. Es ist zweckmaBig, die Rohrchen mit je 5 Zellen aus einer 
alteren Kultur zu beschicken, weil solche Zellen wenig B,, enthalten. Ir 
jimgeren Kulturen und bei reichlicher B,.-Gabe enthalten sie ziemlich 
viel von dem Vitamin gespeichert (ROBBINS et al. 1953, S. 821). Das Aus- 
zihlen mit der Capillarpipette erfolgt in Uhrschalchen in einer auf die 
Halfte verdiinnten gesiattigten CaSO,-Lésung. Diese wirkt wahrend der 
kurzen Zeit nicht schadlich, wie es destilliertes Wasser tut. Erdabkochung, 
die wir sonst mit Vorliebe fiir das Pipettierverfahren verwenden, muf 
vermieden werden, weil sie Vitamin B,, enthilt (Hagens 1953), die 
mit der Capillare iibertragenen Spuren nicht in Rechnung gestellt werden 
kénnen und bei der Empfindlichkeit der Reaktion unter Umstinde 1 
stéren. Trotz diesen Vorsichtsmafregeln kann eine schwache Vermehrung 
ohne Vitamin B,,-Zusatz eintreten, so daB es nétig ist, den Versuch mit 
den so erhaltenen vitaminarmen Zellen zu wiederholen oder Stamm- 
kulturen mit einem, gerade noch fiir geringes Wachstum ausreichenden 
B,.-Zusatz anzusetzen, aus denen dann je 5 Zellen in der geschilderten 
Weise zur Beimpfung entnommen werden. 

Die so schwach beimpften Kulturen brauchen etwa einen Tag mehr als 
wenn sie mit der Ose beimpft waren. Dafiir sind aber die Ergebnisse so 
viel klarer, daB noch Zeit gespart wird. Je nachdem dauert es 4—5 Tage 
bei 32° und 6—7 Tage bei 28° bis das Ergebnis deutlich wird. 

Die beimpften Schraubréhrchen oder Reagensglaser werden mit einem Gummi- 
ring versehen und in ein mit Glaswainden versehenes Wasserbad eingehdngt, das 
durch elektrische Heizung, Warmeregulation und Riihren auf 28 + 0,1° C ge- 
halten wird. Bei héheren Temperaturen verdunstet das Wasser zu schnell. Aus 
Blech geschnittene Briicken mit Léchern fiir die Aufnahme der Réhrchen halten 
diese so, daB der innere Fliissigkeitsspiegel ein wenig unter dem des Wasserbades. 
liegt. Fiir die Beleuchtung geniigt eine Gliihlampe in 50 cm Entfernung, etwa von 
250 Watt. Es kommt auf die Starke der Beleuchtung nicht sehr an. Um das Licht 
diffus zu machen, wird eine mattierte Glasscheibe oder ein Seidenpapier zwischen- 


geschaltet. Man darf die Lichtquelle nicht zu nahe riicken, weil sonst die Réhrchen 
zu ungleiche Helligkeit erhalten. 

Wenn zur Ausscheidung von Zufallen mindestens zwei Rohrchen der gleichen 
Verdiinnungsstufe verwendet werden, braucht eine wirklich quantitative Bestim- 
mung der Ernte, etwa durch Auszablen, gewohnlich nicht durchgefiihrt zu werden, 
weil es méglich ist, die Réhrchen mit der zu priifenden Lésung zwischen zwei 


Réhrchen in einer Reihe von bekannter und abgestufter B,.-Konzentration ein- 
zuordnen, 
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Unter den quantitativen Methoden ist die Triibungsmessung mit einem ge- 
eigneten Apparat mit Photozelle und Filter die bequemste. Sie hat den Vorteil, 
daB die gleiche Kultur im zeitlichen Verlauf des Versuches mehrfach gemessen 
werden kann, wenn nur beim Aufschiitteln Infektion vermieden wird. Das Beden- 
ken, da ein wechselnder Gehalt an Chlorophyll und Paramylon das Ergebnis 
falschen kénne, ist bei wohlgefiihrten Versuchen in der obigen Lésung zu vernach- 
lassigen, weil die Zellen lange gesund und lebensfahig bleiben. Messungen an alteren 
Kulturen sind ohnehin weniger wertvoll, weil bei groBer Dichte der Zellaufschwem- 
mung keine Proportionalitét zwischen Messungsergebnis und Zellmenge mehr 
herrscht, und Verdiinnungen der Zellaufschwemmung noétig werden, die zu Fehlern 
AnlaB geben, wenn der Versuch nicht zur Gewinnung von Durchschnittswerten oft 
wiederholt wird. Das theoretisch richtigste Ergebnis wird durch Proteinbestimmung 
erzielt, die aber zu umstandlich ist. Gut ist auch das Volumen der gehauften Zell- 
masse nach starkem Abschleudern, wie es in einem graduierten Zentrifugenglas 
gemessen werden kann. 

Zusammenfassung. 

Es wurde gefunden, daB einige Stémme von Huglena gracilis, im 
Gegensatz zu der bisherigen Meinung und zu der Mehrzahl der Staimme, 
Hexosen (Glucose und Fructose) sehr gut verwenden kénnen. Fiir diese 
Stamme wird die Varietat saccharophila aufgestellt. 

Da ferner Ammonsalze eine ebenso gute Stickstoffquelle abgeben wie 
organische Verbindungen, so konnte eine vereinfachte, voll synthetische 
Nahrlésung hergestellt werden, die in Gegenwart der Vitamine B, und B,, 
vorziigliches Wachstum gewahrleistet, wihrend bei Fortlassung eines der 


Vitamine die Vermehrung unterbleibt. 
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